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RESUMO 
 
A medula óssea apresenta uma vascularização especial e um microambiente 
altamente protegido, o que proporciona um habitat ideal para a manutenção 
das células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e sua diferenciação. Além das 
HSCs, outro grupo celular muito importante presente nesse microambiente é o 
das células-tronco mesenquimais (MSCs), as quais compõem, juntamente com 
outros grupos celulares e moléculas, o estroma medular. Nosso laboratório 
estuda complexos altamente diluídos há mais de 10 anos e, no presente 
trabalho, foram utilizados os seguintes compostos: Chelidonium majus e 
associações (M1); Cinnamon ou Cinnamomum verum e associações (M2); 
Curcuma longa e associações (M4); Gelsemium sempervirens e associações 
(M5); Aconitum napellus e associações (M6) e Calcarea carbonica e 
associações (M8), todos preparados segundo técnicas homeopáticas. Esse 
trabalho tem como objetivo o aprofundamento dos mecanismos de ação de 
diferentes complexos de medicamentos altamente diluídos e, para isso, 
realizamos experimentos utilizando células de medula óssea de camundongos 
saudáveis, portadores de tumores de melanoma e células humanas da 
linhagem eritroblástica leucêmica K-562, sendo que os tratamentos foram 
administrados in vitro e in vivo. Após as análises verificamos que os complexos 
agiram sobre as células medulares de camundongos, mas não alteraram as 
células leucêmicas, nos parâmetros analisados. As alterações observadas 
demonstraram que os complexos modificaram o perfil das populações 
medulares indicando a ocorrência de proliferação e/ou diferenciação, 
recrutamento, homing (retorno para o microambiente medular) e manutenção 
das células, contribuindo para a manutenção de uma situação de equilíbrio.  
 


















The bone marrow has a specialized vascular anatomy and the bone shield 
environment provides an ideal milieu for hematopoietic stem-cell (HSCs) 
maintenance and development into mature cells. This microenvironment 
comprises macrophages, endothelial cells, fibroblasts, adipocytes, osteogenic 
cells, mesenchymal stem cells (MSCs), cytokines, and extracellular matrix. The 
primary bone marrow stroma function is to provide structural support upon 
which hematopoiesis occurs. Our lab has been working with highly diluted 
complexes for over 10 years and in this work we have used the following 
products: Chelidonium majus and associations (M1), Cinnamon or 
Cinnamomum verum and associations (M2), Curcuma longa and associations 
(M4), Gelsemium sempervirens and associations (M5), Aconitum napellus and 
associations (M6), and Calcarea carbonica and associations (M8). We have 
evaluated the in vitro and in vivo effects of treatment in mice bone marrow cells 
and human leukemic lineage K-562 by several assays. After data analysis we 
observed that treatment alters bone marrow populations profile but does not 
modify any of tested parameters from leukemic lineage cells. The results 
indicate that treatment induces cell proliferation and/or differentiation, 
recruitment, homing, maintenance, and contribution to homeostasis. 
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Complexos altamente diluídos são estudados em nosso laboratório há mais 
de 10 anos. Resultados mostraram que esses complexos apresentam atividade 
sobre o sistema imunológico, através de uma ação imunomoduladora. A partir de 
então se realizaram inúmeros trabalhos sendo que, após se constatar que o 
tratamento in vivo alterou a taxa de linfócitos T CD4, B e natural killer (NK) em 
camundongos portadores de Sarcoma 180 (SATO et al., 2005), decidimos analisar 
essa ação sobre a fonte dessas células, a medula óssea. Percebemos que o 
tratamento agiu nas células medulares de camundongos tanto in vitro quanto in vivo, 
estimulando a aderência celular e contribuindo para a formação de ninhos, locais 
que permitem a proliferação e/ou diferenciação das células progenitoras (ABUD et 
al., 2006; CESAR et al., 2007; CESAR et al., 2009). Após a obtenção desses 
resultados consideramos importante dar continuidade ao estudo no microambiente 
medular e também em células patológicas isoladas como na linhagem leucêmica 
eritroblástica K-562. Consideramos fundamental o conhecimento dos mecanismos 
de ação desses complexos, visando futuras alternativas de terapia celular. 
1.1 JUSTIFICATIVA  
 
Atualmente a atenção de cientistas e da indústria farmacêutica mundial está 
dirigida a novas formas de terapias imunomoduladoras para doenças crônicas como 
câncer, AIDS, hepatite C, leucemias, entre outras, que trazem um extremo desgaste 
físico e emocional, não só aos portadores, mas também a toda a família envolvida. 
Estas terapias imunomoduladoras são dirigidas às células específicas ou às 
citocinas que contribuem para a resposta imunológica e ficaram conhecidas como 
“modificadores da resposta biológica”. A eficácia de altas diluições de substâncias 
biologicamente ativas na modificação da resposta imunológica tem sido avaliada 
através de diferentes abordagens teóricas e experimentais. Por ser a medula óssea 
um órgão crítico para o desenvolvimento do organismo, fonte de todas as células 
sanguíneas e do sistema imunológico e uma vez que resultados prévios mostraram 
a presença de efeitos modulatórios dos compostos, na ativação e regulação da 
expressão de receptores e na liberação de citocinas em camundongos, pretendemos 
com o presente estudo aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos de ação 
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de diferentes complexos de medicamentos altamente diluídos, bem como em outros 
modelos celulares da medula óssea.  
Conforme já citado, resultados prévios nos mostraram que complexos 
altamente diluídos atuam sobre células de medula óssea de camundongos 
saudáveis. Essa afirmação nos permitiu a formulação de algumas hipóteses como, 
se essa atuação resultaria em ativação celular ou se esses complexos atuariam em 
outros parâmetros celulares, além dos já analisados. Surgiram então outras 
questões como, eventual atuação dos complexos sobre animais portadores de 
patologias e também sobre células patológicas. Para provar essas hipóteses 



















1.2.1 Objetivo geral  
 
O presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos de complexos 
altamente diluídos sobre células de medula óssea de camundongos e da linhagem 
leucêmica eritroblástica humana K-562.   
1.2.2 Objetivos específicos  
  
a) Análises das células de medula óssea de camundongos através de:  
 Citoquímica para fosfatase ácida;  
 Liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS);  
 Detecção da presença de proteínas nitrosiladas (nitrotirosinas);  
 Quantificação de citocinas;  
 Verificação da ocorrência de peroxidação lipídica;  
 Imunofenotipagem das células medulares de camundongos suíços saudáveis 
e C57BL/6 portadores de melanoma;   
 Quantificação da expressão de conexina 43;  
b) Análises das células medulares e macrófagos peritoneais de camundongos 
após permanecerem em co-cultura, através de:  
 Avaliação da expressão do marcador CD11b na população medular;  
 Análise morfológica dos macrófagos peritoneais;  
c) Análises das células pertencentes à linhagem leucêmica eritroblástica K-
562 através de:  
 Verificação da viabilidade, apoptose e proliferação celular;   
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 MEDULA ÓSSEA 
 
A medula óssea é um tecido mole, ideal para a manutenção das células-
tronco hematopoiéticas (HSCs), sendo a principal fonte dessas células. Apresenta 
uma anatomia vascular especializada e localiza-se internamente aos ossos, o que 
confere a esse órgão um ambiente altamente protegido e, em constante troca com o 
restante do organismo (PAPAYANNOPOULOU; SCADDEN, 2008). Além das HSCs, 
esse microambiente especial é constituído pelas células estromais, citocinas, fatores 
de crescimento e matriz extracelular (MÜLLER-SIEBURG; DERYUGINA, 1995; 
WHETTON; GRAHAM, 1999). Nesse ambiente especial as HSCs se proliferam, 
diferenciam e atingem o estágio de maturação adequado para então se dirigirem aos 
tecidos periféricos e exercem suas funções características (BRYDER et al., 2006). 
Nesse microambiente, além das HSCs, existe outro grupo distinto de células-tronco 
multipotentes, as células-tronco mesenquimais (MSCs), as quais apresentam 
potencial para a regeneração de tecidos como, ossos, cartilagem, músculo, tecido 
adiposo, tendões, ligamentos, entre outros, caracterizando-se como uma fonte 
promissora para a terapia celular (GURKAN; AKKUS, 2008).  



















2.1.1 Estroma medular 
 
O estroma medular contém uma população celular heterogenia, constituída de 
células reticulares, endoteliais, macrófagos, fibroblastos, adipócitos e células 
osteogênicas. Esse microambiente promove a interação célula-célula, a expressão e 
apresentação de citocinas e fatores de crescimento e a secreção de proteínas da 
matriz extracelular, fornecendo uma base favorável para a localização, auto-
renovação e diferenciação das células-tronco hematopoiéticas e desenvolvimento da 
hematopoiese (MAJUMDAR et al., 1998; TRAVLOS, 2006; WAGEY, 2008).  
Para que esse microambiente se mantenha, a presença das células-tronco 
mesenquimais (MSCs) é essencial. São células aderentes, fibroblastóides e 
apresentam capacidade de se diferenciar nas células não-hematopoiéticas que 
compõem o estroma. Além disso, secretam citocinas como, IL-6, IL-11, fator inibidor 
de leucemia (LIF), fator estimulador de colônia de granulócitos/macrófagos (GM-
CSF), fator estimulador de colônia de macrófagos (M-CSF), fator de células-tronco 
(SCF), IL-7, IL-8, IL-12, IL-14, IL-15, entre outras, além de auxiliar na sustentação 
das HSCs. Essas informações mostram a importância estrutural e funcional das 
MSCs para o estroma medular (MAJUMDAR et al., 1998; TOCCI; FORTE, 2003; 
WAGEY, 2008). As MSCs são, originalmente, isoladas da medula óssea, sendo 
também encontradas no tecido adiposo, placenta, líquido amniótico e cordão 
umbilical. A capacidade de se diferenciar em células de origem mesodérmica, 
incluindo células ósseas, cartilaginosas e adiposas, é um dos critérios utilizados para 
caracterizar uma MSC, mas sabe-se que também são capazes de se diferenciar em 




FIGURA 1: FIGURA ESQUEMÁTICA DO MICROAMBIENTE MEDULAR 
Legenda: O estroma medular corresponde à população aderente e as células hematopoiéticas à 




2.1.2 Hematopoiese e células-tronco hematopoiéticas (HSCs) 
 
A medula óssea representa o principal órgão hematopoiético, sendo essencial 
para a renovação dos elementos sanguíneos como, monócitos, macrófagos, 
neutrófilos, eosinófilos, linfócitos, eritroblastos, eritrócitos, megacariócitos e 
plaquetas (TRAVLOS, 2006).  
O processo hematopoiético corresponde a um organizado desenvolvimento 
hierárquico iniciado pelas HSCs. Essas células apresentam a capacidade de se 
comprometer, gradualmente e progressivamente, com as diferentes linhagens 
hematopoiéticas, o que resultará nas células sanguíneas diferenciadas (BRYDER et 
al., 2006). A hematopoiese é mantida por um microambiente capaz de reconhecer e 
reter as HSCs e também prover fatores de crescimento e citocinas necessários para 
a proliferação, diferenciação e maturação dessas células. É um processo contínuo, 
que pode ser separado em estágios distintos. O primeiro estágio envolve células-
tronco multipotentes na medula óssea, as quais apresentam, basicamente, duas 
funções: manutenção, através do processo de auto-renovação e capacidade de dar 
origem a todas as células e elementos hematopoiéticos (eritrócitos, granulócitos, 
linfócitos, monócitos e plaquetas). Dependendo da necessidade, o microambiente 
medular influencia essas células a se diferenciarem em células-tronco 
comprometidas com as séries mielóides e linfóides, constituindo o segundo estágio 
da hematopoiese. Essas células apresentam uma capacidade limitada de auto-
renovação, mas apresentam grande capacidade de diferenciação em células 
maduras. Os progenitores mielóides são unidades formadoras de colônias com 
potencial para se diferenciar em granulócitos, eritrócitos, monócitos, células 
dendríticas e megacariócitos e os progenitores linfóides apresentam capacidade de 
originar linfócitos B, T e natural killer (NK) além de células dendríticas. O terceiro 
estágio é quando células-tronco comprometidas, influenciadas por vários fatores de 
crescimento, se diferenciam em células progenitoras linhagem-específicas. 
Neutrófilos e monócitos são exemplos de células originadas desse tipo celular 




Após a maturação, as células hematopoiéticas atravessam a parede dos 
vasos e se dirigem para a corrente sanguínea e tecidos periféricos. A produção, 
diferenciação e maturação dessas células são reguladas por fatores humorais. 
Alguns fatores agem nas células mais primitivas e apresentam uma ação geral 
enquanto outros agem nos progenitores mais comprometidos (TRAVLOS, 2006). As 
HSCs são raras (cerca de 0,1% do total das células medulares) (GOODELL et al., 
1996) e podem ser isoladas da medula óssea e sangue periférico. Caracterizam-se 
pela expressão de marcadores de superfície, por exemplo, as HSCs de 
camundongos apresentam como marcadores específicos o SCA-1 e o c-Kit 
enquanto as humanas são caracterizadas pela expressão do CD34. Outra 
característica é a ausência de marcadores linhagem-específicos como, por exemplo, 
B220, Gr-1, Mac-1 e TER-119 (KONDO et al., 2003).  
A localização, sobrevivência, proliferação e diferenciação das células 
hematopoiéticas na medula óssea são dependentes da interação com o 
microambiente medular. Essa interação é dinâmica e permite expansão e migração 
da medula óssea, dependendo da demanda fisiológica. O tráfico das células-tronco 
e progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) entre a medula óssea e sangue periférico 
contribui para a manutenção da hematopoiese. A proliferação e diferenciação 
dessas células, no microambiente medular, ocorrem em locais especializados 
denominados nichos, os quais permitem uma comunicação adequada entre as 
células hematopoiéticas e seu microambiente (MÉNDEZ-FERRER; FRENETTE, 
2007). Essa comunicação é mediada via fatores solúveis e moléculas de adesão. 
Junções comunicantes, as quais são formadas por uma família de moléculas 
complexas de membrana, ocorrem nas células medulares e transferem mediadores 
solúveis entre as células adjacentes, participando assim da manutenção de um 
microambiente adequado para a hematopoiese (FOSS et al., 2009). Após o 
desenvolvimento, as células são capazes de deixar o microambiente medular, mas, 
uma pequena porção de células indiferenciadas acaba migrando da medula óssea 
durante a vida do organismo. Para que as células migrem é necessária uma 
interação entre citocinas/quimiocinas, proteases e moléculas de adesão 




2.1.2.1 Fatores essenciais ao processo hematopoiético 
 
Uma complexa interação de citocinas, quimiocinas, enzimas proteolíticas e 
moléculas de adesão mantém as HSCs ancoradas ao estroma medular. Proteínas e 
moléculas de adesão como, selectinas e integrinas, então envolvidas na interação 
células progenitoras - estroma medular, sendo que a integrina VLA-4 se expressa 
nas células-tronco e progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) e apresenta afinidade 
pela VCAM-1 da célula estromal. Outro exemplo é a ligação da E-selectina (células 
estromais) e E-selectina ligante (HSCs). Essas interações contribuem para a 
movimentação das células na medula e também para o processo de homing (retorno 
das células para o microambiente medular). A ativação de enzimas proteolíticas, 
como por exemplo, metaloproteinase-9 (MMP-9) resulta na degradação de proteínas 
de ancoragem, habilitando a movimentação e migração celular (MÉNDEZ-FERRER; 
FRENETTE, 2007; KAPLAN et al., 2007).  
Citocinas controlam, rigidamente, a produção das células hematopoiéticas. 
Cada citocina apresenta múltiplas ações mediadas por receptores celulares, os 
quais apresentam domínios citoplasmáticos com regiões especializadas que são 
capazes de iniciar várias respostas como, sobrevivência, proliferação, diferenciação, 
comprometimento, maturação e ativação funcional. Esses fatores podem ser 
linhagem-específicos ou atuar na regulação de múltiplas linhagens ao mesmo 
tempo, podem regular apenas células-tronco ou células-tronco e células já 
comprometidas. A proliferação celular geralmente requer a ação de múltiplas 
citocinas (METCALF, 2008).  
Essas moléculas apresentam fontes e funções variadas. A seguir 
descreveremos as citocinas e fatores de crescimento mais importantes para a 
hematopoiese.  
Eritropoetina (EPO): produzida principalmente no rim e estimula a proliferação e 
diferenciação dos progenitores eritrocíticos;  
GM-CSF, M-CSF e G-CSF: produzidos por uma variedade de células, incluindo 
células estromais, monócitos/macrófagos, fibroblastos, células endoteliais, linfócitos 
e placenta e estão envolvidos nos processos de proliferação e/ou diferenciação 
celular; 
IL-1: produzida pelos macrófagos e envolvida na maturação das células B;  
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IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 e IL-6: produzidas pelas células T e envolvidas na estimulação 
das células B; IL-3, IL-5 e IL-6 também estão envolvidas na regulação dos 
granulócitos;  
IL-11: produzida pelas células estromais e está envolvida na megacariopoiese;  
SCF: produzido pelas células estromais. Liga-se ao receptor c-Kit e ativa uma 
cascata de reações críticas para proliferação, migração e diferenciação das HSCs;  
Trombopoetina (TPO): produzida pelas células estromais e está envolvida na 
megacariopoiese; 
IFN : produzido pelas células T e envolvido na ativação de células fagocíticas;  
TNF : produzido pelos macrófagos e estimula células progenitoras já 
comprometidas (ZHU; EMERSON, 2002; TRAVLOS, 2006; MÉNDEZ-FERRER; 
FRENETTE 2007; METCALF, 2008).  
Três desses fatores, EPO, G-CSF e GM-CSF são utilizados rotineiramente em 
tratamentos clínicos, para a estimulação da produção celular (METCALF, 2008). O 
G-CSF está envolvido na mobilização celular e induz proliferação, ativação e 
degranulação de neutrófilos após liberação de serina-proteases, como elastase e G-
catepsina, no microambiente medular. Essas enzimas são capazes de clivar VCAM-
1, c-Kit, CXCL12 e CXCR4 (MÉNDEZ-FERRER e FRENETTE 2007). Já está 
estabelecido o papel do NF B como segundo mensageiro de citocinas 
hematopoiéticas como, IL-3, EPO, IL-6, SCF e GM-CSF (BUGARSKI et al., 2007).  
2.1.2.1.1 Fator estimulador de colônias de monócitos/macrófagos (M-CSF) 
 
O M-CSF é o regulador primário da produção de fagócitos mononucleares in 
vivo e apresenta ação fundamental sobre a sobrevivência, proliferação, 
diferenciação e maturação da linhagem monocítica. Esses efeitos são mediados 
pelo CSF-1R (CD115), receptor que apresenta alta afinidade por esse fator. Esse 
receptor apresenta atividade tirosino-quinase e sua ativação desencadeia uma 
cascata de fosforilações e desfosforilações intracelulares que culminará nas 
atividades celulares citadas (SCHÖNLAU et al., 2003; BARREDA et al. 2004). Está 
presente em monoblastos, promonócitos, monócitos, macrófagos diferenciados e 
osteoclastos e é utilizado para separar essas células da série granulocítica 
(GUILBERT et al. 1980). O M-CSF é encontrado em extratos de tecidos e também 
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no sobrenadante de culturas de células e órgãos, sendo produzido em grande 
quantidade pelas células estromais da medula óssea (BARREDA et al., 2004). 
A ação estimulatória do M-CSF resulta em aumento da produção de diversas 
citocinas como G-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-8, TNF  e IFNs. Está envolvido 
também na produção de prostaglandina E, reativos de oxigênio e nitrogênio 
(MOORE et al. 1980), indicativos de ativação celular.  
O M-CSF apresenta ação terapêutica no tratamento de neoplasias e doenças 
infecciosas. A administração em pacientes com leucemia mielóide aguda, depois da 
quimioterapia, mostrou benefícios como, diminuição do período de neutropenia. 
Também mostrou eficácia no controle de infecções em pacientes que receberam 
transplante de medula óssea (MOTOYOSHI et al., 1998).  
2.1.2.2 Linhagens hematopoiéticas e células diferenciadas 
 
Existem, basicamente, três principais classificações de células sanguíneas, 
derivadas das células-tronco hematopoiéticas (HSCs), linhagem mielóide, eritróide-
megacariocitóide e linfóide. Em todas as linhagens, um processo extensivo de 
proliferação ocorre durante a diferenciação celular (KATSURA, 2002). Para isso 
existem, basicamente, dois progenitores comuns, o progenitor mielóide (CMP), que 
dará origem aos progenitores eritróide (MEP) e granulócito-macrófago (GMP) e o 
progenitor linfóide (CLP). O MEP dará origem aos eritrócitos e 
megacariócitos/plaquetas e o GMP originará os granulócitos e macrófagos. Já o CLP 
poderá originar as células B, T e NK. As células dendríticas resultam tanto da 
diferenciação das CMPs quanto das CLPs. Além dos progenitores citados existem 
muitos outros intermediários. Pode ocorrer também a diferenciação direta a partir de 
um progenitor mais indiferenciado, por exemplo, megacariócitos e eritrócitos podem 
se originar de um progenitor multipotente, não passando por um CMP intermediário 
(KATSURA, 2002; BRYDER et al., 2006). Progenitores são morfologicamente 
semelhantes e uma maneira de separar as células mais indiferenciadas das 
diferenciadas é a capacidade que as HSCs e progenitores multipotentes imediatos 
apresentam de expulsar corantes como hoechst 33342 e rodamina-123 
(BERTONCELLO; WILLIAMS, 2004). 
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A seguir mostraremos, de maneira simplificada, a diferenciação das células 


















Quanto maior o grau de diferenciação da célula hematopoiética mais 
características morfológicas específicas ela apresentará. A seguir faremos um breve 
apanhado dessas características, enfocando as utilizadas nesse trabalho, ou seja, 
presença de marcadores de superfície.   
Monócitos/macrófagos: Os macrófagos são considerados os fagócitos profissionais 
mais eficientes, apresentando também uma importante função na imunidade 
adaptativa, cooperando com as células T e B como apresentadoras de antígenos e 
produtoras de citocinas (KATSURA, 2002). Essas células apresentam inúmeros 
marcadores de superfícies, sendo que o CD11b (Mac-1) é um dos mais 
FIGURA 2: DESENHO ESQUEMÁTICO INDICANDO A DIFERENCIAÇÃO DAS CÉLULAS 
HEMATOPOIÉTICAS A PARTIR DE UM PRECURSOR COMUM 
Legenda: HSC - célula-tronco hematopoiética; CLP - progenitor linfóide; CMP - progenitor mielóide; 
MEP - progenitor megacariocitóide-eritróide; GMP - progenitor de monócitos-granulócitos. 









característicos. Está expresso em grande quantidade nos monócitos e também nos 
granulócitos maduros e sua expressão se inicia no estágio de promielócito. Também 
se expressa, mas em menor quantidade, em linfócitos T, B, NK e células dendríticas, 
não se apresentando em células formadoras de colônia. O CD11b é uma molécula 
de adesão (integrina de membrana - integrina M ou ITGAM) estando envolvido nos 
processos de adesão e migração celular. A expressão desse receptor está 
intimamente relacionada com a capacidade de polimerização da actina, o principal 
componente do citoesqueleto envolvido na fagocitose. Está relacionado também aos 
processos de transdução de sinal intracelular (CIVIN; LOKEN, 1987; BROM et al. 
1995; PEARCE et al., 2004; Online Mendelian Inheritance in Man - OMIM - 
disponível em: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim Acesso em: 07/06/2010). 
 Os monócitos e macrófagos murinos e humanos possuem receptores para 
manosil-fucosil, que se ligam aos açúcares presentes na parede celular de certos 
microorganismos e em células velhas ou desgastadas do organismo. Apresentam 
também receptores distintos para porção Fc os quais possuem funções que incluem 
desencadeamento da destruição extracelular e fagocitose de microorganismos 
(BROM et al. 1995).  
Células dendríticas: São apresentadoras de antígenos profissionais, portanto 
regulam respostas imunológicas contra diversos agentes, incluindo agentes 
infecciosos e tumores (CITTERIO et al. 1999). Quando ativadas por algum estímulo, 
migram para os órgãos linfóides e regulam as respostas mediadas pelas células T 
(MA et al. 2004). Durante a migração, demonstram aumento da expressão de 
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e moléculas 
coestimulatórias além de tornarem-se competentes para ativar células B e T. As 
células imaturas apresentam-se aderidas e, quando maduras, diminuem sua 
capacidade de adesão, permanecendo em suspensão. As células imaturas 
apresentam maior capacidade de permanecerem retidas na medula óssea. Como 
apresentam capacidade de aderência, expressam altos níveis de moléculas de 
adesão como, a integrina α4β1 (VLA-4). Essa molécula se expressa tanto em células 
imaturas quanto maduras e interage com a VCAM-1 e selectinas endoteliais, 
permitindo que a célula permaneça aderida ou efetue o rolamento na medula óssea 
e vasos sanguíneos. Essas células apresentam tropismo para a medula óssea e os 
sinais de recrutamento são similares à cascata de adesão que media o homing das 
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células progenitoras hematopoiéticas (HPCs) e células T, para esse microambiente 
(CITTERIO et al., 1999; CAVANAGH et al., 2005). Como apresentam esse tropismo 
são capazes de coletar antígenos nos tecidos periféricos e caminhar para a medula 
óssea para então estimular uma resposta das células T residentes. Essa migração 
ocorre constitutivamente (CAVANAGH et al., 2005). As células dendríticas podem 
ser derivadas de progenitores mielóides e linfóides (KATSURA, 2002).  
 O CD11c é um dos principais marcadores das células dendríticas. É uma 
integrina de membrana, sendo conhecido também como integrina X ou ITGAX, 
podendo se expressar, mas em menor quantidade, em monócitos, macrófagos, 
neutrófilos e células B. Após ativação, desencadeia respostas celulares semelhantes 
ao CD11b, como, transdução de sinal intracelular, adesão, espraiamento, ativação 
celular e fagocitose (OMIM - disponível em: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim Acesso em: 
07/06/2010). A expressão dessa molécula está diretamente relacionada com a 
maturação celular (ESCOBAR et al., 2005). 
Linfócitos: São células derivadas de um precursor linfóide comum, se originam na 
medula óssea e se desenvolvem em órgãos como timo, fígado fetal, baço e medula 
óssea.  
As células T podem ser subdivididas, basicamente, em auxiliares e 
citotóxicas. As T auxiliares estimulam outros tipos celulares em processos 
imunológicos, como, maturação de células B em plasmócitos, ativação de células T 
citotóxicas, macrófagos e neutrófilos, entre outras funções. Expressam em sua 
superfície a proteína CD4, sendo denominadas células TCD4. São ativadas quando 
apresentadas à antígenos, pelas moléculas de MHCII expressas nas células 
apresentadoras de antígenos (APCs). Uma vez ativadas, secretam citocinas que 
regularão as respostas imunológicas. As T citotóxicas apresentam capacidade de 
eliminar células infectadas com partículas virais ou células tumorais. Expressam em 
sua superfície a glicoproteína CD8, sendo denominadas células TCD8. Reconhecem 
seus alvos após ligação com antígenos associados a moléculas MHCI dessas 
células (GUTCHER; BECHER, 2007; JIANG; CHESS, 2004). Linfócitos T expressam 
em sua superfície o receptor TCR, o qual consiste de duas cadeias polipeptídicas 
glicosiladas (  e β) unidas por ligações dissulfeto. O TCR /β é por sua vez 
associado fisicamente a uma proteína denominada CD3, formando o complexo 
funcional TCR-CD3 na superfície dessas células. Nesse trabalho realizamos a 
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imunomarcação do polipeptídeo CD3 , o qual juntamente com CD3 ,  e  e o 
receptor TCR /β forma o complexo TCR-CD3. Esse complexo apresenta papel 
importante no reconhecimento do antígeno o que resultará no desencadeamento de 
vias de transdução de sinais intracelulares. A porção épsilon desencadeia funções 
essenciais para o desenvolvimento das células T como, ativação e proliferação 
celular, ativação de proteína-G, regulação da apoptose, regulação da sinalização 
mediada por Ca+2, produção de IL-2, fosforilação de proteínas, entre outras (OMIM - 
disponível em: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim Acesso em: 07/06/2010).  
As células B são linfócitos que desempenham papel importante nas respostas 
imunológicas humorais, ao contrário das células T que mediam respostas celulares. 
São produzidas na medula óssea e migram para o baço. Expressam, em sua 
superfície, imunoglobulinas que reconhecem epítopos antigênicos. Após essa 
interação ocorre uma seqüência de ativação das células B, as quais passam por 
inúmeras modificações morfológicas sendo que o estágio final são os plasmócitos, 
células produtoras de anticorpos. Nessa seqüência de modificações encontramos 
células B maiores que são precursores iniciais e apresentam, aproximadamente, 10-
13µm, as quais após a divisão darão origem a células menores, com 
aproximadamente 9µm (células pré- B). A seqüência de proliferação e maturação 
das células B é regulada por fatores solúveis secretados pelas células estromais e, 
as modificações observadas incluem, além de alterações no tamanho, expressão de 
moléculas de superfície. Dentre essas moléculas podemos citar o CD45R (B220), o 
qual é uma proteína tirosino-fosfatase presente em grande quantidade nesse tipo 
celular. Essa molécula é mais utilizada para detectar células B de camundongos 
sendo que o CD19 é mais utilizado para células humanas (ROLINK et al., 1996).  
Durante a diferenciação, o CD45R é encontrado desde o estágio intermediário 
pró-B até nas células B maduras (TUDOR et al., 2000; LEBIEN; TEDDER, 2008). 
Depois de estimulada, essa molécula de superfície contribui para o desempenho de 
inúmeras atividades celulares como, ativação, desenvolvimento, proliferação, 
diferenciação e apoptose (OMIM - disponível em: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim 
Acesso em: 07/06/2010). As células B apresentam capacidade de retornar a medula 
óssea (homing) e lá terminar sua diferenciação até o estágio de plasmócito 
(PARAMITHIOTIS; COOPER, 1997).  
Granulócitos: São produzidos na medula óssea e constituem a maior população de 
células brancas no sangue periférico. Durante o processo de diferenciação, essas 
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células passam por muitos estágios intermediários até a formação do granulócito 
maduro. Apresentam progenitor comum aos monócitos/macrófagos, sendo que os 
precursores podem ser diferenciados através da morfologia nuclear. Os dois tipos 
celulares apresentam núcleo em anel sendo que o precursor de granulócito 
apresenta o centro do anel mais largo e no precursor monocítico esse centro é 
estreito (BIERMANN et al., 1999). A proliferação e diferenciação das células 
progenitoras hematopoiéticas são reguladas por citocinas, sendo que três estão 
diretamente envolvidas na regulação de granulócitos: IL-3, GM-CSF e G-CSF. G-
CSF é o principal regulador da linhagem granulocítica, mas, na ausência dessa 
citocina, o estroma medular mantém a granulopoiese (IGUCHI et al., 1997). São 
células caracterizadas pela presença de grânulos no seu citoplasma e também pela 
variedade de forma do núcleo (geralmente trilobulado), sendo também denominados 
de leucócitos polimorfonucleares. São subdivididos, basicamente, em três 
subgrupos, neutrófilos (o mais abundante), eosinófilos e basófilos.  
Os neutrófilos apresentam papel crucial na imunidade inata. Essas células se 
encaminham até o foco inflamatório e eliminam bactérias invasoras, fungos e 
protozoários, através da fagocitose, geração de espécies reativas de oxigênio e 
liberação de substâncias antimicrobianas e citotóxicas presentes nos seus grânulos, 
as quais se unem ao fagossomo ou são secretadas pelas células (FAURSCHOU; 
BORREGAARD, 2003). Espécies reativas de oxigênio, resultado do burst 
respiratório, também se interiorizam ao fagossomo (LEE et al., 2003). Eosinófilos e 
basófilos se apresentam em quantidades bem reduzidas e estão envolvidos nas 
reações de hipersensibilidade imediata (alérgica). Granulócitos de camundongos 
apresentam como marcador característico o Ly6G (Gr-1) a qual é uma molécula 
transmembrana, envolvida na proliferação celular. A expressão desse marcador está 
diretamente relacionada com a diferenciação e maturação dos granulócitos, quanto 
maior o grau de maturação maior a expressão desse marcador. Também está 
presente na linhagem de monócitos/macrófagos e, quanto maior o grau de 
maturação dessas células, menor a expressão desse marcador. O marcador CD11b 
também se expressa em grande quantidade nos granulócitos. Portanto, uma 
maneira de distinguir esses dois tipos celulares é analisar o tamanho e 
complexidade interna através da técnica de citometria de fluxo (OMIM - disponível 
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em: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim Acesso em: 07/06/2010; CIVIN; LOKEN, 1987; 
LAGASSE; WEISSMAN, 1996).  
Eritrócitos: São as células sanguíneas mais abundantes e sua função é transportar o 
oxigênio através dos vasos sanguíneos (KATSURA, 2002). As células diferenciadas 
são caracterizadas pela perda do núcleo e forma bicôncava. A eritropoiese ocorre na 
medula óssea, sendo que, o estroma medular e a matriz extracelular desempenham 
papel essencial nesse desenvolvimento (TSAI et al., 1986). Essas células deixam 
esse microambiente no estágio de reticulócito e a principal citocina envolvida na 
eritropoiese é a eritropoetina (EPO) (ZHANG et al., 2001). A seguir mostraremos um 










As moléculas características dessa população correspondem ao receptor da 
transferina (TFR), glicoforina A (GPA) além da molécula de superfície TER-119 (Ly-
76) (CIVIN; LOKEN, 1987). Esse marcador é uma glicoproteína de membrana, 
presente desde o estágio de proeritroblasto até o eritrócito maduro, não se 
apresentando nas unidades formadoras de blastos (BFU-E) e colônias (CFU-E) 
(KINA et al., 2000). Em camundongos adultos, as células TER-119+ não expressam 
CD11b, Ly6G e CD45R em sua superfície (KINA et al., 2000; OMIM - disponível em: 
www.ncbi.nlm.nih.gov/omim Acesso em: 07/06/2010).  
 A seguir mostraremos um gráfico obtido em citômetro de fluxo mostrando as 
diferenças, no que se diz respeito a tamanho e complexidade interna, em uma 
população celular total recém retirada da medula óssea. 
FIGURA 3: RESUMO DA ERITROPOIESE  
Legenda: BFU-E - unidades formadoras de blastos; CFU-E - unidades formadoras de colônias; PE - 
proeritroblasto; EB - eritroblasto basófilo; EPC - eritroblasto policromatófilo; EOC - eritroblasto 
ortocromático; Rt - reticulócito.  
















2.2 MOLÉCULAS INDICADORAS DE ATIVAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO CELULAR 
 
 A análise morfológica de uma célula indica o seu estado de ativação, 
sofrimento e morte, mas não se pode chegar a nenhuma conclusão final apenas 
com esse tipo de avaliação. Para isso outras verificações são necessárias. A análise 
de expressão enzimática, bem como da produção e liberação de certas moléculas, 
nos fornecem respostas mais concretas sobre o real estado em que a célula se 
encontra.  
A atividade da enzima fosfatase ácida (AcPase) constitui um indício de 
ativação celular. Fosfatases ácidas são enzimas lisossomais, sendo também 
encontradas em outros sistemas membranosos das células. São enzimas digestivas 
consideradas critérios bioquímicos de ativação celular, principalmente de células 
fagocíticas. Existem vários subtipos, os quais são diferenciados de acordo com 
propriedades estruturais, catalíticas e imunológicas e também pela localização 
celular e distribuição nos tecidos. Dentre as variedades existentes destacamos a 
lisossomal e a tipo 5 (TRAP). Uma maneira de distingui-las é a exposição ao sal 
tartarato de sódio, inibidor clássico dessas enzimas, sendo que a TRAP (tartrate-
resistant acid phosphatase) é resistente a essa inibição (DREXLER; GIGNAC. 
1994). A TRAP se expressa em grande quantidade em células dendríticas, 
GRÁFICO 1: LOCALIZAÇÃO DAS DIFERENTES POPULAÇÕES CELULARES NA POPULAÇÃO 
TOTAL DA MEDULA ÓSSEA  
Legenda: SSC - complexidade interna; FSC - tamanho; R1 - população eritrocítica; R2 - população 
linfocítica; R3 - população monocítica; R4 - população granulocítica.  
FONTE: ABUD et al., 2006 
30 
 
macrófagos e osteoclastos, estando envolvida na reabsorção óssea. Entretanto o 
aumento da atividade da TRAP em macrófagos especializados é característica de 
estados patológicos. Além disso, essa enzima está envolvida na geração de 
espécies reativas de oxigênio. Um dado interessante é que esses reativos 
apresentam maior efeito antibacteriano quando na presença da TRAP. Para a 
geração de ROS ocorre a oxidação e redução do centro férrico da TRAP. Em uma 
atividade redox o íon ferroso (Fe+2) dessa enzima reage com peróxido de hidrogênio 
(H2O2) pela reação de Fenton, o que resultará na formação do íon férrico (Fe
+3) e 
radical hidroxila (OH-). Por sua vez, o íon Fe+3 é capaz de reagir com H2O2 para 
formar ânion superóxido (O2
-) e regenerar íon Fe+2. Logo, a TRAP é capaz de 
produzir superóxido se existir H2O2 suficiente disponível. Nas células dendríticas, 
além da degradação protéica, a TRAP parece estar envolvida no processo de 
apresentação de antígenos. Com isso apresentamos mais indícios da ação da TRAP 
no sistema de defesa do organismo (HAYMAN et al., 2000; HAYMAN et al., 2001; 
RÄISÄNEN et al., 2005).  
Reativos de oxigênio e nitrogênio atuam como mediadores importantes da 
resposta imunológica, mas não estão envolvidos somente nesse tipo de resposta. 
Em células precursoras, por exemplo, estão relacionados com a proliferação e a 
diferenciação celular (XIA; ZWEIER, 1997; PICCOLI et al., 2005; JANG; SHARKIS, 
2007). 
As enzimas responsáveis pela geração de espécies reativas de oxigênio 
pertencem à família NOX. São cadeias transportadoras de elétrons que utilizam o 
NADPH como doador para reduzir o O2 em ânion superóxido (O2
-). Estão localizadas 
nas membranas biológicas. A geração do peróxido de hidrogênio (H2O2) a partir do 
superóxido pode ser espontânea ou acelerada pela ação da enzima superóxido 
dismutase (SOD). Esses reativos são produzidos intracelularmente, onde podem 
permanecer no interior de vesículas e/ou são liberados para o meio extracelular. O 
aumento das concentrações intracelulares de ROS é conhecido como burst 
respiratório (BABIOR, 1984; BEDARD; KRAUSE, 2007). A NADPH oxidase (NOX2) 
foi a primeira isoforma identificada do grupo NOX e está expressa em granulócitos, 
monócitos/macrófagos, células dendríticas, linfócitos T e plaquetas. Nos neutrófilos, 
foi identificada primeiramente na membrana das vesículas celulares. Está localizada 
nas células-tronco hematopoiéticas, as quais apresentam também a isoforma NOX4. 
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Os linfócitos B expressam as isoformas NOX2 e NOX5 (PICCOLI et al., 2005; 
BEDARD; KRAUSE, 2007).  
Espécies reativas produzidas durante o burst respiratório causam oxidação de 
ácidos graxos poliinsaturados nas células. Essa oxidação conduz a formação de 
aldeídos, incluindo o 4-hydroxynonenal (4-HNE) o qual é capaz de induzir 
proliferação e diferenciação celular (MONEYPENNY; GALLAGHER, 2005).  
O óxido nítrico é um mensageiro molecular gerado intracelularmente pela 
oxidação do aminoácido L-arginina. Essa oxidação ocorre através da ação de 
enzimas da família óxido nítrico sintase (NOS). A NOS se localiza na membrana 
plasmática e apresenta três isoformas as quais se expressam em células da medula 
óssea e sangue periférico de humanos e roedores. A iNOS (induzível) está presente 
nos megacariócitos, eosinófilos e monócitos, a eNOS (endotelial) em plaquetas, 
megacariócitos e linfócitos e nNOS (neuronal) se expressa nos neutrófilos. Espécies 
reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) apresentam vias de formação 
diferentes, mas competem pelo mesmo substrato, o superóxido. O NO poderá se 
ligar ao O2
- e formar o peroxinitrito (ONOO-). Essa formação é considerada uma 
atividade de proteção celular contra os danos causados pelos ROS, mas o 
peroxinitrito também apresenta alta toxicidade sendo que um dos seus principais 
efeitos nas células é a nitração de tirosinas (MOULIAN et al., 2001; MICHURINA et 
al., 2004; JANG; SHARKIS. 2007). A síntese do NO pelas células mononucleares é 
induzida por citocinas pró-inflamatórias como TNF  e IFN  (FALZARANO et al., 
1996). Essa citocina apresenta papel importante no desenvolvimento de células 
progenitoras em culturas de curta duração, mas apresenta ação inibitória sobre 
progenitores em culturas de longa duração (WANG et al., 2003). Portanto é um 
regulador bifuncional da hematopoiese, em pequenas doses estimula o 
desenvolvimento de células imaturas enquanto em doses freqüentes e mais altas 









O termo homeopatia é derivado da língua grega e é originado de Pathos, 
vocábulo que corresponde a sofrimento, e Homoios que significa semelhante (RUIZ, 
1999). É um sistema da medicina desenvolvido pelo médico alemão Samuel 
Hahnemann (1755 - 1843) que tem como princípio a similaridade ou cura pelo 
semelhante (ERNST, 2002; BELLAVITE et al., 2005).  
Hahnemann descreve em sua obra o princípio da semelhança e, observando 
que a reação do organismo poderia ser empregada como reação curativa, desde 
que direcionada no sentido correto, propôs o modelo terapêutico: "todo medicamento 
capaz de despertar determinados sintomas no indivíduo sadio é capaz de curar 
esses mesmos sintomas no indivíduo doente" (HAHNEMANN, 2001). A meta da 
terapia homeopática é promover e orientar os mecanismos de cura do próprio 
organismo. Um organismo que se cura por conta própria apresenta maiores chances 
de permanecer saudável, pois curou o problema, evitando a recorrência (JONAS; 
JACOBS, 1996).  
A homeopatia é um sistema de tratamento que se utiliza de substâncias 
derivadas de plantas, animais, minerais além de substâncias sintéticas e drogas 
convencionais, todas em quantidades mínimas, especialmente preparadas e 
altamente diluídas e sucussionadas (agitação da solução). Essas substâncias são 
utilizadas para colocar em ação os mecanismos de cura do próprio organismo, de 
forma abrangente. Devido às altas diluições, não apresentam efeitos tóxicos, 
produzindo pouco ou nenhum efeito colateral (JONAS; JACOBS, 1996; JONAS et 
al., 2003).  
Uma das maiores polêmicas causadas pela homeopatia é a de se utilizar o 
medicamento em uma forma tão diluída que, teoricamente, as soluções estariam 
desprovidas de princípios ativos. O procedimento de diluição mais sucussão é 
denominado dinamização e o número de vezes que o medicamento foi dinamizado 
define sua potência. Com a sucussão, acredita-se que as moléculas da substância 
medicinal sofreriam atrito com as do diluente e, essa operação combinada à diluição, 
promoveria a liberação dos poderes medicinais latentes no interior da substância 
bruta (RUIZ, 1999; ERNST, 2002).  
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A existência de laboratórios que pesquisem a homeopatia é necessária. É 
importante que pesquisadores realizem estudos sérios e em condições ideais para 
que consigamos demonstrar para a população a importância e a eficácia desses 
tratamentos. Sendo assim, será possível mostrar os seus reais benefícios e difundir 
ainda mais essa promissora terapia.  
2.3.1 Complexos altamente diluídos  
 
Há mais de 10 anos, nosso laboratório vem estudando esses complexos os 
quais são diluídos em água destilada e menos de 1% de álcool. As matrizes são 
tinturas conhecidas da Farmacopéia Homeopática Brasileira 2a edição – 1997 e 
manipuladas na farmácia Homeoterápica sob a responsabilidade do farmacêutico 
Narciso da Lozzo Neto (CRF-PR 5604). A preparação segue as técnicas 
homeopáticas de Hahnemann, com dinamizações sucessivas. Todas as sucussões 
são realizadas manualmente. 
O primeiro complexo estudado foi Aconitum e associações, codificado em 
nosso laboratório como M6. Esse complexo é comercializado como Medicamento 
Canova e, em nossas recentes publicações científicas, denominado de HCM 
(homeopathic complex medication). O M6 apresenta efeitos sobre o sistema 
imunonológico, ativando macrófagos peritoneais de camundongos após tratamento 
in vitro e in vivo (PIEMONTE; BUCHI, 2002) e alterando a atividade fagocítica 
dessas células através da estimulação do sistema endossomal/lisossomal (LOPES 
et al., 2006). Também apresenta efeitos sobre a infecção experimental tanto in vitro 
quanto in vivo por Leishmania amazonensis e Paracoccidioides braziliensis, 
controlando a progressão e limitando a sua disseminação (PEREIRA et al., 2005; 
TAKAHACHI et al., 2007). Efeitos modulatórios também foram encontrados em 
estudos com camundongos portadores de Sarcoma 180 tratados, os quais 
mostraram redução da massa tumoral e o aumento significativo do infiltrado 
linfocitário, após tratamento in vivo. Aumento dos linfócitos T CD4, B e natural killer 
(NK) também foram observados nesses animais (SATO et al., 2005). O tratamento 
também proporcionou aumento da atividade das enzimas NADPH oxidase e óxido 
nítrico sintase induzível (iNOS) em macrófagos (DE OLIVEIRA et al., 2006). Outra 
característica importante desse medicamento é a não toxicidade nem 
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mutagenicidade identificável em nível cromossômico (SELIGMANN et al., 2003). A 
alteração das células sanguíneas após o tratamento (SATO et al., 2005) nos 
encorajou a estudar a fonte dessas células, a medula óssea. Esse complexo agiu 
nas células medulares tanto após tratamento in vitro quanto in vivo, estimulando a 
aderência celular e contribuindo para a formação de ninhos, locais que permitem a 
proliferação e/ou diferenciação das células progenitoras hematopoiéticas (ABUD et 
al., 2006; CESAR et al., 2007; CESAR et al., 2009). Estudos clínicos realizados em 
pacientes HIV+ demonstraram uma diminuição de doenças oportunistas e melhora 
na qualidade de vida, novamente indicando uma ação modulatória desse complexo 
sobre o sistema imunológico (Di BERNARDI, 2005; STROPARO, 2005). A análise da 
expressão gênica de macrófagos demonstrou alterações na expressão de diversos 
genes relacionados ao sistema imunológico bem como à citoproteção, após o 
tratamento in vivo (DE OLIVEIRA et al., 2008). O tratamento com esse complexo 
ocasionou ativação indireta de linfócitos, através de macrófagos. A 
imunoestimulação dos linfócitos resultou em um aumento da atividade tumoricida 
dessas células contra linhagem celular de melanoma (GUIMARÃES et al., 2009).  
Devido à ação imunomoduladora, esse complexo é indicado para pacientes 
que apresentam doenças depressoras do sistema imunológico como, neoplasias. 
Esses resultados demonstram a importância do estudo desse complexo e também a 
necessidade de estudar novos complexos, com o intuito de se obter novas opções 
de terapias. Os novos complexos utilizados em nosso laboratório estão descritos a 
seguir: Chelidonium e associações (M1); Canela e associações (M2); Curcuma e 
associações (M4); Gelsemium e associações (M5); Calcarea e associações (M8). 
Resultados recentes nos mostraram que o tratamento com M8 diminui o volume e o 
número dos nódulos tumorais de animais portadores de melanoma pulmonar 
(GUIMARÃES et al., 2010).  
 Dessa maneira salientamos a importância da continuidade desses estudos 
com o objetivo de se obter novas possibilidades de terapias bem como alternativas 
que complementem tratamentos alopáticos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 CÉLULAS 
As células utilizadas nesse trabalho foram: 
3.1.1 Células de medula óssea de camundongos 
 
 Foram analisadas células de medula óssea retiradas de camundongos (Mus 
musculus) albinos suíços machos, de 3 meses de idade, pesando entre 25 e 35g, 
mantidos sob temperatura ideal e que receberam água e ração ad libitum. Foram 
utilizados também camundongos black da cepa C57BL/6 (para ensaios com o 
modelo de melanoma), nas mesmas condições que os anteriores Os animais foram 
cedidos pelo Biotério do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do 
Paraná.  
A Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) do Setor de 
Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná, instituída pela PORTARIA 
N  787/03-BL, de 11 de junho de 2003, com base nas normas para a constituição e 
funcionamento da CEEA, estabelecidas pela RESOLUÇÃO N  01/03-BL, de 09 de 
maio de 2003, certificou que os procedimentos utilizando animais neste trabalho 
estão de acordo com os princípios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA) e exigências estabelecidas no Guide for the Care 
and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care) (ANEXO 1).  
3.1.1.2 Coleta celular 
 
Em cada experimento foram utilizados, no mínimo, 5 camundongos para que 
se obtivesse um pool celular, os quais foram sacrificados por deslocamento da 
coluna cervical. Os fêmures direito e esquerdo foram retirados, limpos, levados para 
o fluxo laminar onde as epífises foram cortadas e a medula retirada com 2 ml de 
meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), acrescido de soro fetal bovino na 
concentração de 10% (v/v). Essa suspensão celular foi transferida para tubo de 
centrífuga, os grumos desfeitos e então centrifugada a 2.800 rpm por 3 minutos. O 
sobrenadante foi desprezado, as células ressuspendidas em 10 ml de meio de 
cultura e contadas em câmara de Neubauer.  
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3.1.2 Linhagem celular leucêmica - K-562 
 
A linhagem leucêmica K-562 (leucemia eritroblástica crônica humana) foi 
originalmente obtida da American Type Culture Collection (ATCC). Essa linhagem é 
mantida congelada em tanques de N2 líquido. Em cultura, são células em suspensão 
e são mantidas em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino com antibióticos, a 
37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2. Após contagem em câmara de 
Neubauer estas células foram plaqueadas para a realização dos experimentos.  
3.1.3 Macrófagos peritoneais de camundongos 
 
Foram utilizados macrófagos de camundongos albinos suíços, já citados. 
Após o sacrifício, o peritônio destes animais foi exposto, injetados 10 ml de 
Phosphate Buffer Solution (PBS) gelado estéril, e, com uma seringa, o lavado foi 
retirado, transferido a um tubo de centrífuga estéril e acondicionado em gelo para 
impedir a aderência das células à parede do tubo. Quando necessário, os tubos 
foram centrifugados durante 2 minutos a 1500 rpm, o sobrenadante desprezado e os 
pellets ressuspendidos. Uma alíquota foi retirada e as células contadas em Câmara 
de Neubauer. 
3.2 DETERMINAÇÃO DO NÚMERO DE CÉLULAS 
 
Para determinação do número de células realizou-se uma diluição 1:10 (v/v) 
da suspensão celular, em líquido de Turck - ácido acético 2% (v/v) com violeta 
genciana - Newprov , o qual é utilizado para hemólise dos eritrócitos. A 
concentração de células leucêmicas e dos macrófagos foi determinada da mesma 
maneira, substituindo o líquido de Turck por PBS. O número de células das 
amostras foi determinado através da contagem em câmara de Neubauer com auxílio 





3.3 CULTIVO CELULAR (CULTURA DE CURTA DURAÇÃO) 
 
As células foram cultivadas em garrafas ou placas multipoços estéreis - TPP  
e os cultivos celulares mantidos em incubadora Hotpack  a 37ºC em atmosfera 
úmida com 5% de CO2, durante o período determinado para cada experimento. 
Como meio de cultura padrão, foi utilizado DMEM, acrescido de 10% de soro fetal 
bovino (SFB) termoinativado, 200 U/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina e 
2,6 g/ml de anfotericina. 
3.4 COMPOSTOS UTILIZADOS  
 
Neste trabalho foram utilizados complexos altamente diluídos, codificados em 
nosso laboratório e, de acordo com essa codificação, serão denominados durante o 
trabalho:   
- M1 (Chelidonium majus e associações);  
- M2 (Cinnamon ou Cinnamomum verum e associações);  
- M4 (Curcuma longa e associações);  
- M5 (Gelsemium sempervirens e associações);  
- M6 (Aconitum napellus e associações); esse complexo é comercializado como 
Medicamento Canova e, em nossas recentes publicações científicas, denominado 
de HCM (homeopathic complex medication);  
- M8 (Calcarea carbonica e associações); 
- M3 ou HS (solução hidroalcoólica) - o diluente dos compostos (0,01% de álcool 





3.5 FATOR ESTIMULADOR DE COLÔNIAS DE MONÓCITOS/MACRÓFAGOS - M-
CSF  
 
Em alguns experimentos este fator foi utilizado como controle positivo. Essa 
citocina foi produzida por fibroblastos tumorigênicos de camundongos (células L929) 
e cedida gentilmente pelo Instituto de Tecnologia do Paraná (TECPAR). 
3.6 TRATAMENTOS UTILIZADOS 
3.6.1 Tratamento in vitro 
 
O tratamento foi efetuado na concentração de 20% (v/v) em relação ao meio 
de cultura 3 horas após o plaqueamento celular. Após 24 horas de cultivo, foi 
realizado o reforço do tratamento, adicionando-se mais 1% do complexo em relação 
ao meio de cultura. Estas doses de reforço foram adicionadas diariamente até o 
término dos experimentos e os compostos eram sucussionados antes de qualquer 
tratamento. Abaixo, estão citados os grupos analisados nestes experimentos: 
- grupo controle - constitui-se de células que não receberam tratamento algum;  
- grupo controle dos complexos - tratamento com a solução hidroalcoólica;  
- grupo controle positivo - tratamento com o M-CSF;  
Essas duas últimas soluções foram utilizadas da mesma maneira que os compostos, 
mas o M-CSF não foi sucussionado.  
- grupos tratados - as células pertencentes a esses grupos receberam os 
compostos, da maneira já citada;  
3.6.2 Tratamento in vivo 
3.6.2.1 Tratamento através de injeção subcutânea  
 
Esse tipo de tratamento, injetável, foi utilizado apenas na época inicial dos 
experimentos. Os animais eram tratados durante 7 dias e foram utilizados 5 animais 
por grupo de tratamento. A seguir os grupos analisados:  
- grupo controle - não foi administrada nenhuma substância nestes animais;    
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- grupo controle dos complexos - foram administradas injeções subcutâneas de 7 
l/g de HS a cada 24 horas;  
- grupo tratado com o M6 - foram administradas injeções subcutâneas de 7 l/g do 
composto a cada 24 horas;  
- grupo tratado com o M-CSF - foram administradas injeções subcutâneas de 7 l/g 
de M-CSF estéril a cada 24 horas;  
- grupo tratado com M-CSF mais M6 - foram administradas injeções subcutâneas de 
3,5 l/g de M-CSF estéril mais 3,5 l/g do composto, a cada 24 horas;  
OBS: tanto o M6 como a HS foram sucussionados antes de cada aplicação. 
3.6.2.2 Tratamento através da água de beber  
 
Para esse estudo foram adquiridas mamadeiras, grades e gaiolas novas. 
Também se utilizou maravalha autoclavada. Os camundongos foram pesados e 
divididos em grupos de 10, portanto 8 grupos foram estabelecidos: grupos M1; 2; 3 
(HS); 4; 5; 6 e 8. O grupo 7 recebeu apenas água mineral da marca Ouro Fino® 
(controle). Os animais foram codificados da mesma maneira que as soluções de 
tratamento (duplo-cego) e receberam os complexos na água de beber. Os 
tratamentos foram realizados durante 7 dias, todos os dias, por volta das 18 horas, 
levando-se em consideração o hábito noturno desses animais. No momento do 
tratamento as soluções (faltando uma diluição para se obter o produto final) foram 
sucussionadas e misturadas à água mineral nas mamadeiras (última diluição do 
medicamento). As soluções foram sucussionadas novamente, imediatamente antes 
de serem colocadas nas gaiolas. No dia posterior, todas as mamadeiras eram 
retiradas e medida a solução restante. No 8º dia, os animais foram pesados 
novamente e então sacrificados por deslocamento cervical. 
3.6.2.3 Tratamento através de inalação  
 
Os camundongos C57BL/6 receberam 5x105 células de melanoma murino 
B16F10 em DMEM sem soro através da veia caudal (modelo experimental de 
melanoma metastático). Os animais do grupo controle não receberam células 
tumorais. Após 24 horas da inoculação, os animais foram tratados por 15 dias e o 
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tratamento consistiu na inalação dos complexos a cada 12 horas durante 10 minutos 
em câmara inalante modificada, acoplada a um inalador convencional Inalar - NS®, 
adaptada conforme descrito por McConville et al., 2005, para tratamento inalante de 










FIGURA 4 - CÂMARA INALANTE  
Legenda: A câmara foi adaptada conforme McConville et al., 2005 a um inalador convencional para o 
tratamento por via respiratória. Os tratamentos foram realizados na câmara em grupos de até 5 
animais, durante 10 minutos a cada 12 horas, por 15 dias. Cada grupo possuiu câmara e acessórios 
exclusivos para cada tratamento. 
 
FONTE: GUIMARÃES, 2009  
 
 
Os grupos de análise deste experimento foram os seguintes: 
- grupo controle negativo (controle) - esses animais não receberam células da 
linhagem B16F10 e tratamento;    
- grupo controle positivo (tumor) - esses animais receberam células B16F10, mas 
não receberam tratamento; 
- grupo tratado com HS - esses animais receberam células B16F10 e foram tratados 
com essa solução da maneira já citada;  
- grupo tratado com M1 e grupo tratado com M8 - esses animais receberam células 





3.7 EXPERIMENTOS REALIZADOS 
3.7.1 Células de medula óssea de camundongos 
3.7.1.1 Citoquímica para fosfatase ácida in vitro e in vivo através de injeção 
subcutânea   
 
 Para demonstrar a atividade da fosfatase ácida total (AcPase) e fosfatase 
ácida resistente ao tartarato (TRAP) in vitro, as células medulares foram mantidas 
em cultura por 96 horas, em placas de 24 poços contendo lamínulas. Para 
demonstrar a atividade in vivo, as células foram coletadas e já processadas. Nesse 
experimento utilizou-se o sistema comercial Diagnostics Acid Phosphatase (SIGMA® 
- no386-A), segundo instruções do fabricante (ANEXO 2). Após a montagem das 
lâminas, as células foram analisadas no microscópio Nikon  Eclipse E-200 e as 
imagens foram capturadas pela câmera digital Nikon  Coolpix 4.500.  
3.7.1.2 Liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) in vitro  
3.7.1.2.1 Liberação de ânion superóxido (O2
-) 
 
As células medulares foram coletadas, tratadas e mantidas em cultura como 
descrito anteriormente, por 48, 72 e 96 horas. Foram utilizadas placas de cultura de 
96 poços e em cada poço foram adicionadas 5x105 células/ml. A produção de O2
- foi 
quantificada pelo método baseado na redução extracelular do citocromo c, segundo 
o método de Sasada, Pabst e Johnston, 1983 (ANEXO 3). A redução do citocromo c 
foi quantificada através de leitura da absorbância em leitor de microplacas (BIORAD) 
utilizando filtro de comprimento de onda de 550 nm. A quantidade de citocromo c 
reduzido, correspondente à quantidade de O2
- liberado, foi calculada usando um 
coeficiente de extinção molar diferencial de 2.1 x 104 M-1 cm-1 e estes resultados 
serão apresentados em nmoles de O2






3.7.1.2.2 Liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
 
As células medulares foram coletadas, tratadas e mantidas em cultura em 
placas de 96 poços, por 48, 72 e 96 horas, da maneira já descrita. Foram utilizadas 
5x105 células/ml por poço. A produção de H2O2 foi quantificada pelo método 
baseado na oxidação do vermelho de fenol pelo H2O2, dependente de peroxidase, 
segundo o método de Pick e Mizel, 1981. Após os tempos de cultura determinados 
foi realizada a mensuração da liberação desse reativo de acordo com o protocolo 
descrito no ANEXO 4. A oxidação do vermelho de fenol foi quantificada através de 
leitura da absorbância em leitor de microplacas utilizando filtro de comprimento de 
onda de 620 nm. Os resultados foram obtidos em densidade óptica (D.O.) e 
apresentados em nmoles de H2O2 /10
6 células. Para a obtenção de um padrão, foi 
feita uma curva de concentração de H2O2 utilizando peroxidase (HRPO tipo VI-A, 
1310U/ml - SIGMA®) com a concentração final de 15U/ml. Foram feitas três soluções 
de H2O2 nas diluições 1:10, 1:100 e 1:1000. A concentração dessas soluções foi 
determinada através de sua absorbância em 240 nm, sendo o resultado utilizado em 
um coeficiente de 39,58 M-1 cm-1. Diluições apropriadas da solução estoque foram 
usadas para a determinação do H2O2 produzido pelas células medulares em cultura, 
segundo o método de Pick e Keisari, 1980. A absorbância dessas diluições foi lida 
em leitor de microplacas utilizando filtro de comprimento de onda de 620 nm e o 
resultado foi utilizado para confeccionar a curva padrão.       
3.7.1.2.3 Liberação de óxido nítrico (NO) 
 
As células medulares foram coletadas, tratadas e mantidas em cultura como 
descrito acima, por 48, 72 e 96 horas. Foram utilizadas placas de cultura de 96 
poços e em cada poço foram adicionadas 5x105 células/ml. Após os tempos de 
cultura já citados, a avaliação da produção de óxido nítrico foi determinada 
indiretamente a partir da determinação da concentração de nitrito (NO2
-), o qual é um 
produto estável da reação de produção de NO, no sobrenadante das culturas, de 
acordo com o protocolo descrito por Green e colaboradores em 1982 (ANEXO 5). 
Alíquotas de 100 l de cada sobrenadante foram transferidas para placas de 96 
poços e misturadas em igual proporção com o reagente de Griess* que, na presença 
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de nitrito, reage para produzir uma cor lilás. A densidade óptica de cada amostra foi 
determinada em leitor de microplacas (BIORAD) em 550nm. Os resultados foram 
obtidos em densidade óptica e apresentados em µmoles de NO/106 células. A 
concentração de nitrito presente no sobrenadante das amostras foi calculada com 
base nos valores de D.O. obtidos para cada concentração (10 M-160 M) de uma 
curva padrão, confeccionada com a utilização de uma solução de nitrito de sódio 
(NaNO2) diluído em meio de cultura, em concentração conhecida (16mM). 
*(Naftiletilenodiamino 0,1% em ácido fosfórico 5% e Sulfonamina p-aminobenzeno 
1% em ácido fosfórico 5% na proporção de 1:1).  
Os dados de todos os testes do item 3.7.1.2 foram submetidos a análise de 
variância (ANOVA - fator único) seguida de teste de Tukey (p* 0,05; p** 0,01) para 
determinar a significância estatística entre os grupos comparados. Os dados são 
representativos de três experimentos, em quadruplicatas, independentes.  
3.7.1.3 Verificação da presença de nitroproteínas in vitro 
 
Os resultados sugeriram a ocorrência de nitração de proteínas das células 
medulares. A presença de proteínas nitrosiladas indica a formação do reativo 
peroxinitrito pelas células. Para essa análise as células medulares foram coletadas, 
tratadas e mantidas em cultura como descrito acima, por 96 horas. Escolheu-se 
esse tempo de cultura, pois foi quando se detectou a menor quantidade de NO. 
Foram utilizadas garrafas de cultura de 25 cm2 e as células foram adicionadas na 
concentração de 8 x 107 células/ml. Após 72 horas adicionamos meio de cultura e 
meio de incubação às células, como descrito a seguir:  
- grupo controle - meio de cultura; 
- grupo controle com meio de incubação - meio de cultura + LPS + INF ; 
- grupo tratado com M6 - meio de cultura e tratamento; 
- grupo tratado com M6 e presença de meio de incubação - meio de cultura + LPS + 
INF  e tratamento; 
 Após 24 horas de incubação (96 horas de cultura) as células foram 
processadas de acordo com o protocolo descrito no ANEXO 6 para obtenção do 
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extrato protéico, plotagem das amostras em membrana de nitrocelulose (Amersham-
Biosciences®) e revelação da membrana.  
 
3.7.1.4 Produção de Citocinas in vitro 
 
Para esse experimento mantivemos as células em cultura por 96 horas e 
utilizamos placas de 24 poços, contendo poços controles e tratados como descrito 
anteriormente. O objetivo desse experimento foi a detecção e quantificação das 
citocinas produzidas pelas células medulares, as quais são liberadas no 
sobrenadante da cultura. Utilizamos o sistema comercial Mouse Th1/Th2 cytokine 
CBA (BD/Pharmingen), o qual contém anticorpos contra as citocinas IL-2, IL-4, IL-5, 
INF-  e TNF- . A incubação foi realizada de acordo com o protocolo descrito no 
ANEXO 7 e a presença de citocinas foi verificada pelo FACSCalibur. Os resultados 
foram adquiridos e analisados de acordo com as instruções do sistema. Realizamos 
3 experimentos independentes e os dados foram submetidos a análise de variância 
(ANOVA - fator único) seguida de teste de Tukey (p* 0,05; p** 0,01). 
3.7.1.5 Imunofenotipagem in vitro e in vivo através da água de beber 
 
Para análise in vitro utilizamos garrafas de cultivo de 25 cm2 (8 x 107 
células/ml) e as células foram mantidas em cultura por 96 horas. O objetivo deste 
experimento foi avaliar as populações celulares presentes no sobrenadante da 
cultura. Após o tempo determinado, a cultura foi interrompida e as células 
imunomarcadas de acordo com o protocolo descrito no ANEXO 8. Para a análise da 
ação dos complexos in vivo, imediatamente após a coleta, as células foram fixadas e 
o processamento realizado da mesma maneira que para os experimentos in vitro. 
Realizou-se então a imunofenotipagem pelo Citômetro de Fluxo FACSCalibur 
equipado com o laser de íon argônio (488nm), detectores de dispersão para 
tamanho (FSC – forward scatter) e complexidade interna (SSC – side scatter) e 
detectores de emissão de fluorescência FL1 (515-545 nm), FL2 (564-606 nm) e FL3 
( 670 nm). Um total de 10.000 eventos foi verificado pelo aparelho e foram 
consideradas células positivas aquelas que expressaram fluorescência acima de 1% 
45 
 
da linha limite. Os dados foram analisados pelo software Cell Quest e adquiridos na 
forma linear para o parâmetro dispersão e na forma logarítmica para o parâmetro 
fluorescência.  
Nesse ensaio utilizamos cinco anticorpos do sistema Mouse Lineage Panel 
(BD/Pharmingen) e o anti-CD11c (marcador de células dendríticas) 
(BD/Pharmingen). Os anticorpos que compõem o sistema são: anti-CD3  (marcador 
de linfócitos T – esse anticorpo é específico para a cadeia epsilon do complexo 
CD3); anti-CD45R (B220) (marcador de linfócitos B); anti-CD11b (Mac-1) (marcador 
de monócitos/macrófagos); anti-Ly6G (Gr-1) (marcador da série granulocítica); anti-
TER-119 (Ly76) (marcador da série eritrocítica). Todos os anticorpos primários eram 
biotinilados. Como segundo passo, usou-se estreptavidina conjugada ao fluorocromo 
ficoeritrina (PE). A estreptavidina apresenta afinidade pela biotina presente nos 
anticorpos primários, funcionando como um revelador. A ficoeritrina foi detectada 
pelo canal FL2. Realizamos 3 experimentos independentes e os dados foram 
submetidos a análise de variância (ANOVA - fator único) seguida de teste de Tukey 
(p* 0,05; p** 0,01). 
3.7.1.6 Avaliação da peroxidação lipídica realizada pelas células após tratamento in 
vivo através da água de beber  
 
 A peroxidação lipídica foi mensurada pelo método descrito por Nourooz-
Zadeh et al., (1994) aplicado ao extrato metanólico das amostras. Este método 
quantifica a formação de hidroperóxidos por miligrama de proteína durante a 
peroxidação lipídica. Baseia-se no princípio de que hidroperóxidos oxidam íon 
ferroso a íon férrico e por sua vez este íon se liga ao corante xilenol laranja. Após a 
obtenção das células medulares, alíquotas de 107 células de cada grupo de 
tratamento foram separadas e processadas segundo o protocolo descrito no ANEXO 
9. Para a determinação da concentração de hidroperóxidos nas amostras, subtraiu-
se o valor da absorbância das amostras tratadas com TPP (trifenilfosfina - SIGMA®) 
(sem hidroperóxidos lipídicos), do valor da absorbância das amostras sem TPP. O 
valor obtido foi então interpolado na curva padrão de peróxido de hidrogênio, a qual 
foi obtida com soluções padrão de peróxido de hidrogênio, de diferentes 
concentrações (100.0, 50.0, 25.0, 12.5, 6.2, 3.1 e 1.6 µM) submetidas aos mesmos 
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procedimentos descritos acima para a dosagem de hidroperóxidos (com exceção do 
tratamento com TPP). Dividiu-se o valor da concentração de hidroperóxidos 
(nmol/ml) pela concentração de proteínas (mg/ml), obtendo-se assim o valor de 
hidroperóxidos por quantidade de proteínas no sobrenadante do extrato (nmol de 
hidroperóxidos/mg de proteínas). 
OBS: O valor obtido dessa subtração é referente apenas a quantidade de íons 
ferrosos (Fe2+) oxidados por hidroperóxidos lipídicos. 
3.7.1.7 Imunofenotipagem das células medulares de camundongos C57BL/6 após 
tratamento in vivo por via inalatória 
 
Após 15 dias de tratamento, os animais foram sacrificados. Órgãos e células 
desses animais foram processados e analisados (GUIMARÃES, 2009; GUIMARÃES 
et al., 2010). Aqui serão demonstrados apenas os resultados obtidos com a análise 
das células medulares. A coleta e obtenção das células foram realizadas da maneira 
já citada. O processamento e imunomarcação das células foram realizados de 
acordo com o ANEXO 8. A aquisição e análise dos resultados foram realizadas no 
citômetro de fluxo FACSCalibur da maneira já citada e os dados foram submetidos a 
análise de variância (ANOVA - fator único) seguida de teste de Tukey (p* 0,05; 
p** 0,01). 
3.7.1.8 Imunomarcação de Conexina 43 in vitro 
 
Para esses experimentos foram utilizadas garrafas de cultivo de 25 cm2 (8 x 
107 células/ml), as células foram mantidas em cultura por 96 horas e tratadas. O 
objetivo deste experimento foi a avaliação das populações celulares presentes no 
sobrenadante e também aderentes. Após o tempo determinado, a cultura foi 
interrompida e as células imunomarcadas (ANEXO 10). Foi realizada, então, a 
aquisição e análise da presença de conexina 43 pelo Citômetro de Fluxo 
FACSCalibur da maneira já citada. Os anticorpos utilizados foram anti-conexina 43 
(BD/Pharmingen®) e o anticorpo secundário anti mouse IgG conjugado com 
fluoresceína (FITC). A fluoresceína foi detectada pelo canal FL1. Realizamos 3 
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experimentos independentes e os dados foram submetidos a análise de variância 
(ANOVA - fator único) seguida de teste de Tukey (p* 0,05; p** 0,01). 
3.7.2 Células medulares e macrófagos peritoneais de camundongos em co-cultura 
 
Para esse experimento utilizou-se placas transwell (COSTAR®) modelo 
número 3413 apresentando membranas com tamanho de poro de 0,4μm. As células 
da medula óssea foram mantidas nos poços inferiores (2x106 células/ml por poço) e 
os macrófagos peritoneais nos poços superiores separados pela membrana (105 
células/ml por poço). Dessa maneira pudemos visualizar como essas células se 
comportaram depois de co-cultivadas por 96 horas. Apenas os macrófagos 
peritoneais foram tratados diretamente, na concentração de 20% em relação ao 








Para essa verificação realizamos as seguintes análises: 
3.7.2.1 Citometria de fluxo 
 
Neste momento foram analisadas as células aderentes e sobrenadantes da 
medula óssea. Após 96 horas de co-cultura as células aderentes foram retiradas da 
placa com jatos de PBS gelado. O processamento dessas células bem como das 
sobrenadantes ocorreu da mesma maneira que para a imunofenotipagem (ANEXO 
8), sendo que agora o anticorpo utilizado foi apenas o anti-CD11b (Mac-1) biotinilado 












adquiridos e analisados com o auxílio do citômetro de fluxo FACSCalibur, da 
maneira já citada.  
3.7.2.2 Microscopia confocal  
 
Neste experimento foi analisada a população aderente da medula óssea, 
sendo que o processamento ocorreu de acordo com o protocolo descrito no ANEXO 
11. O anticorpo utilizado foi o anti-CD11b. Como segundo passo, usou-se 
estreptavidina conjugada ao fluorocromo ficoeritrina. O núcleo das células foi corado 
com DAPI (4,6 - diamidino - 2 - fenilindole, dihidroxicloride) na concentração de 1,5 
µg/ml. Após o experimento, as células foram analisadas com auxílio do Microscópio 
Confocal Radiance 2001 (Bio-Rad ) acoplado à Eclipse E800 (Nikon ). A ficoeritrina 
foi excitada pelo laser de íon argônio a 488nm e o DAPI pelo laser blue diode a 350 
nm. Nesse experimento analisamos células de medula óssea que não estiveram em 
co-cultura com macrófagos, para se obter uma comparação. Na citometria de fluxo 
isso não foi necessário, pois já possuíamos esse ensaio.  
3.7.2.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  
 
 As células analisadas foram os macrófagos peritoneais de camundongos. 
Após 96 horas de cultura as células foram processadas seguindo o protocolo de 
rotina (ANEXO 12), e analisadas com auxílio do microscópio eletrônico de varredura 
JEOL JSM - 6360 LV SEM, localizado no Centro de Microscopia Eletrônica da 
UFPR.  
 
3.7.3 Células da linhagem eritroblástica leucêmica K-562 
3.7.3.1 Verificação da viabilidade celular e apoptose 
 
 Através desse experimento verificou-se a toxicidade dos complexos sobre as 
células da linhagem leucêmica K-562, através da citometria de fluxo. Com isso foi 
possível realizar a quantificação das células vivas e viáveis após o tratamento. As 
células foram plaqueadas em placas multipoços de 24 poços (106 células/ml). Após 
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o plaqueamento esperou-se 24 horas para começar o tratamento, para que as 
células se estabelecessem na cultura. O tratamento ocorreu como já descrito para 
os experimentos in vitro. Após 48 horas de tratamento, as células foram lavadas com 
PBS e processadas de acordo com o protocolo descrito no ANEXO 13. Para esse 
experimento utilizamos o sistema comercial Annexin V- FITC Apoptosis Detection 
(BD/Pharmingen®). Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA - 
fator único) seguida de teste de Tukey (p* 0,05; p** 0,01) para determinar a 
significância estatística entre os grupos comparados. Os dados são representativos 
de três experimentos independentes em triplicata.  
3.7.3.2 Verificação da proliferação celular 
 
 Com esse experimento foi possível verificar o índice de proliferação celular da 
linhagem K-562 após tratamento, através de citometria de fluxo. As células foram 
plaqueadas, cultivadas e tratadas da mesma maneira descrita para o experimento 
de viabilidade celular. Após 48 horas de cultivo as células foram lavadas com PBS e 
processadas de acordo com o protocolo descrito no ANEXO 14. Os dados foram 
submetidos à análise de variância (ANOVA - fator único) seguida de teste de Tukey 
(p* 0,05; p** 0,01) para determinar a significância estatística entre os grupos 













4.1 CITOQUÍMICA PARA FOSFATASE ÁCIDA APÓS TRATAMENTO IN VITRO 
 
As células medulares apresentaram reação positiva para atividade da 
fosfatase ácida total (AcPase) e da resistente ao tartarato (TRAP), em todos os 
grupos analisados. A especificidade da reação foi comprovada através do grupo 
controle da reação enzimática. Nesse grupo não foi adicionado o substrato da 
enzima e ainda adicionou-se fluoreto de sódio (inibidor de AcPase) (FIGURA 6). 













A análise das células medulares aderentes in vitro demonstrou diferença da 
atividade das enzimas entre os grupos analisados. A fosfatase ácida total 
apresentou uma marcação de cor avermelhada à púrpura, (FIGURA 7). Nota-se 
também que tanto no grupo controle quanto nos grupos tratados a AcPase se 
distribui por toda a célula, embora esteja em maior quantidade nos grupos tratados 
(FIGURA 7A e B). As células pertencentes aos outros grupos de tratamento (M-CSF 
e M6 + M-CSF) mostraram-se mais marcadas que o grupo controle, entretanto, com 
menor ou marcação semelhante ao grupo M6 (imagens não mostradas). O resultado 
foi o mesmo para as células sobrenadantes (FIGURA 7C e D). 
Com relação às células aderentes, a atividade da fosfatase ácida resistente 
ao tartarato (TRAP) é menor nos grupos tratados (FIGURA 8A e B). Essa marcação 
6 
10µm 
FIGURA 6 - CONTROLE DA REAÇÃO ENZIMÁTICA  
Legenda: Células aderentes de medula óssea (in vitro). Não foi observada marcação positiva para 
este grupo de células processadas como grupo controle da reação enzimática. Foi realizado grupo 
controle da reação para as células sobrenadantes bem como para o experimento in vivo, sendo 
que o resultado foi o mesmo. Barra equivalente a 10µm. 
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apresenta uma cor marrom avermelhada e também se distribui por todo o 
citoplasma, mas em menor quantidade que a AcPase. As células sobrenadantes se 
apresentaram de maneira diferente das aderentes, ou seja, as células tratadas 
demonstraram maior atividade enzimática que as controles (FIGURA 8C e D). 
Portanto observou-se que a população sobrenadante da medula óssea apresenta 
maior atividade tanto da AcPase quanto da TRAP após tratamento in vitro com M6.  
Os resultados do experimento in vivo (população total) demonstraram maior 
atividade da AcPase nos grupos tratados quando comparados ao controle. Com a 
relação à TRAP os grupos tratados apresentaram menor marcação que o grupo 
controle (FIGURA 9). É interessante ressaltar que os resultados dos experimentos in 
vivo repetiram os das células aderentes tratadas in vitro.  
 Abaixo mostraremos uma tabela com o resumo dos resultados obtidos.  
 
 
 GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 GRUPO 5 GRUPO 6 
CONTROLE ++ ++++ +++ +++ +++ ++ 




TABELA 1 - RESUMO DOS RESULTADOS DA ATIVIDADE DA AcPase E TRAP 
Legenda: A quantidade de + indica a intensidade da marcação. Grupo 1: AcPase in vitro - 
células aderentes; 2: TRAP in vitro - células aderentes; 3: AcPase in vitro - células 





IMAGENS DAS CÉLULAS DE MEDULA ÓSSEA APÓS CITOQUÍMICA PARA 

























FIGURA 7 - AcPase IN VITRO  
Legenda: A-B - células aderentes e C-D - células sobrenadantes; A-C - grupo controle (menor marcação), B-D - 
grupo M6 (maior marcação); setas - marcação positiva, * - megacariócito apresentando reação positiva para a 













IMAGENS DAS CÉLULAS DE MEDULA ÓSSEA APÓS CITOQUÍMICA PARA 
DETECÇÃO DA ATIVIDADE DA FOSFATASE ÁCIDA RESISTENTE AO 

























FIGURA 8 - TRAP IN VITRO  
Legenda: A-B - células aderentes e C-D - células do sobrenadante; A-C - grupo controle (maior marcação nas 
aderentes), B-D - grupo M6 (maior marcação nas sobrenadantes); setas - marcação positiva; N - núcleo corado 














IMAGENS DAS CÉLULAS DE MEDULA ÓSSEA APÓS CITOQUÍMICA PARA 
DETECÇÃO DA ATIVIDADE DA FOSFATASE ÁCIDA TOTAL (AcPase) E 
























FIGURA 9 - AcPase e TRAP IN VIVO  
Legenda: A-B - AcPase e C-D - TRAP; A - grupo controle (menor marcação) B - grupo M6 (maior marcação); C - 
grupo controle (maior marcação) D - grupo M6 (menor marcação); setas - marcação positiva. Objetiva utilizada: 100x. 















4.2 LIBERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ROS) E NITROGÊNIO 
(RNS) PELAS CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA APÓS TRATAMENTO IN VITRO 
  
Neste trabalho, a liberação desses reativos foi analisada após 48, 72 e 96 
horas de cultura. É importante ressaltar que essa análise foi realizada em culturas 
contendo a população total da medula óssea.  
O tratamento com M6 estimulou significativamente a liberação O2
- no 
sobrenadante das culturas, em relação ao grupo controle, após 96 horas. O PMA, 
ativador clássico da enzima NADPH oxidase e utilizado como controle positivo para 
liberação de espécies reativas de oxigênio, apresentou ação significativa apenas 
após 72 horas de cultura. Aparentemente as células precisam estar mais 
estabelecidas na cultura para que esse composto seja efetivo na liberação de O2
-. É 






































A avaliação da liberação de peróxido de hidrogênio no sobrenadante das 
culturas demonstrou que houve uma diminuição significativa na liberação desse 
reativo pelas células tratadas com o M6, após 72 horas de cultura. Aqui também os 
resultados foram semelhantes após 15 e 30 minutos de incubação, sendo que o 
PMA apresentou uma ação significativa apenas após 30 minutos. Aparentemente as 
células medulares precisam de mais tempo em contato com o PMA para que este 











GRÁFICO 2 - GRÁFICOS DEMONSTRANDO A LIBERAÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO  
Legenda: A-B - após 48 horas, C-D - após 72 horas; E-F - após 96 horas de cultura. * - comparação 
dos dados sem PMA em relação ao grupo controle; # - comparação dos dados com PMA em relação 
ao grupo controle; * - comparação entre os dados sem e com PMA, dentro dos grupos. Abreviações 
utilizadas nos grupos: CONT - controle; M6 - Aconitum napellus e associações; M - M-CSF.  










































Outra análise realizada foi quanto a liberação de NO pelas células medulares. 
O tratamento com o M6 reduziu significativamente a liberação desse reativo e o 
resultado foi semelhante nas células incubadas com LPS e IFN . Como o resultado 













GRÁFICO 3 - GRÁFICOS DEMONSTRANDO A LIBERAÇÃO DE PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO  
Legenda: A-B - após 48 horas; C-D - após 72 horas; E-F - após 96 horas de cultura. * - 
comparação dos dados sem PMA em relação ao grupo controle; # - comparação dos dados com 
PMA em relação ao grupo controle; * - comparação entre os dados sem e com PMA, dentro dos 
grupos. Abreviações utilizadas nos grupos: CONT - controle; M6 - Aconitum napellus e 
associações; M - M-CSF.  
GRÁFICO 4 - GRÁFICO DEMONSTRANDO A LIBERAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO 
Legenda: * - comparação dos dados sem LPS e IFN  em relação ao grupo controle; # - 
comparação dos dados com LPS e IFN  em relação ao grupo controle; * - comparação entre os 
dados sem e com LPS e IFN , dentro dos grupos. Abreviações utilizadas nos grupos: CONT - 
controle; M6 - Aconitum napellus e associações; M - M-CSF.  
  
*, # e *p<0,05 
*, # e *p<0,05 




















4.3 DETECÇÃO DE PROTEÍNAS NITROSILADAS (NITROTIROSINAS) 
PRESENTES NAS CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA APÓS TRATAMENTO IN 
VITRO  
 
A diminuição significativa da liberação do óxido nítrico nos levou a pensar na 
possibilidade de uma combinação desse radical com o ânion superóxido seguida da 
formação do peroxinitrito (ONOO-). Para confirmar essa interação verificamos a 
presença de proteínas nitrosiladas (nitrotirosinas) nas células medulares. A presença 
de nitrotirosinas é um indício da formação desse radical.  




Os grupos testados foram: 1 - aderentes controles; 2 - aderentes tratadas com 
M6; 3 - aderentes controle positivo (LPS+IFN ); 4 - aderentes tratadas com 
M6+LPS+IFN ; 5 - sobrenadantes controles; 6 - sobrenadantes tratadas com M6; 7 - 
sobrenadantes controle positivo (LPS+IFN ); 8 - sobrenadantes tratadas com 
M6+LPS+IFN . 
Como pôde ser observado, apenas as células sobrenadantes tratadas com 
M6 apresentam proteínas nitrosiladas.  
4.4 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS APÓS TRATAMENTO IN VITRO 
 
Devido à importância desses fatores em todos os processos celulares, 
resolvemos analisar a presença de algumas citocinas no sobrenadante das culturas 
de medula óssea após tratamento com o M6. Verificamos que, de todas as citocinas 
analisadas (IL-2, IL-4, IL-5, IFN-  e TNF- ), apenas a produção do TNF-  foi 
detectável nas culturas de células totais da medula óssea e o tratamento com o M6 
não alterou essa liberação. 
 
FIGURA 10 - PRESENÇA DE NITROTIROSINAS NAS PROTEÍNAS CELULARES 
















A imunofenotipagem é uma ferramenta muito importante no estudo de células 
hematopoiéticas. Essa análise nos permite verificar, os grupos celulares presentes e 
também quantificá-los, com maior fidelidade. 
4.5.1 Resultados após tratamento in vitro 
 
Os tratamentos com M1 e M8 diminuíram significativamente a presença de 
alguns grupos celulares na população medular sobrenadante, sendo que outros 










GRÁFICO 5 - LIBERAÇÃO DE TNF  APÓS 72 E 96 HORAS DE CULTURA 
Legenda: * - comparação entre controle e tratamentos. Abreviações utilizadas nos grupos: 











CONTROLE M1 M8 
M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) 
CD11b (Mac-1) 54,73     4,16 39,99*     8,05 50,94     1,96 
CD11c 14,95     2,33 7,07*     0,40 6,76*     1,91 
CD3  55,43     5,33 39,86**     2,09 27,98**     6,68 
CD45R 62,42     2,04 47,51*     1,04 37,54**     5,78 
Ly6G (Gr-1) 46,9     3,06 42,35     4,89 43,25     4,56 
TER-119 (Ly-76) 19,99     1,72 20,62     2,70 19,07     0,14 
               **p<0,01; *p<0,05                                                                           
 
 
As células CD11b+ diminuíram significativamente no sobrenadante da cultura, 
após o tratamento com o M1, mas não houve alteração numérica após o tratamento 
com M8. As células CD11c+, CD3 + e CD45R+ apresentam-se reduzidas na 
população sobrenadante após os tratamentos com M1 e M8 e as células Ly6G+ e 
TER-119+ não apresentaram alteração numérica após os tratamentos. 




CONTROLE M1 M2 M6 M8 
M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) 
CD11b (Mac-1) 73,08       0,31 74,52       1,97 76,48**    0,97 72,40       1,79 72,84       0,99 
CD11c 5,36       0,64 27,42**    1,84 11,62**    1,21 8,49       1,10 7,44        0,26 
CD3  5,30       0,59 16,05**    1,73 6,34        1,01 5,52       1,56 5,56        0,90 
CD45R (B220) 21,35      2,71 28,86*     3,14 17,43*     0,83 26,78**    1,49 26,05*     1,37 
Ly6G (Gr-1) 60,94      1,97 67,83*     3,77 71,48**    2,58 59,60       1,79 59,93      1,66 
TER-119 (Ly-76) 6,6        0,17 4,82**     0,02 4,04*     0,31 6,74       1,48 8,15       0,83 
TABELA 2 - IMUNOFENOTIPAGEM DA POPULAÇÃO SOBRENADANTE DA 
MEDULA ÓSSEA APÓS TRATAMENTO IN VITRO 
 
TABELA 3a - IMUNOFENOTIPAGEM DA POPULAÇÃO CELULAR DA MEDULA ÓSSEA APÓS TRATAMENTO 
IN VIVO ATRAVÉS DA ÁGUA DE BEBER 
 
Legenda: * - comparação entre controle e tratamentos. Abreviações: M (%) - média 
em porcentagem celular; DV (%) - desvio padrão em porcentagem celular.  
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CONTROLE M4 M5 
M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) 
CD11b (Mac-1) 64,79      7,19 57,24       2,21 55,77       3,18 
CD11c 13,08       1,81 14,02       5,68 15,43       6,96 
CD3  13,20       2,95 21,73*     1,62 23,50      10,02 
CD45R 46,51       5,04 41,35       5,21 42,92       2,65 
Ly6G (Gr-1) 58,37       6,36 53,42       0,46 49,53*      2,86 
TER-119 (Ly-76) 14,07       4,28 14,78       0,96 17,66       1,07 
         *p<0,05                                                                           
 
 
Os tratamentos in vivo com M1, M2, M4, M5, M6 e M8 alteraram de maneira 
significativa o perfil quantitativo das células da medula óssea dos camundongos. 
Após o tratamento com o M1 houve um aumento significativo das células CD11c+, 
CD3 +, CD45R+, Ly6G+ e uma diminuição das células TER-119+. O tratamento com 
M2 ocasionou um aumento significativo das células CD11b+, CD11c+ e Ly6G+ e uma 
diminuição das CD45R+ e TER-119+. O M4 aumentou significativamente as células 
CD3 + e o M5 diminuiu as células Ly6G+. Esse complexo apresentou uma tendência 
de aumento das células CD3 +. M6 e M8 se comportaram de maneira semelhante, 







TABELA 3b - IMUNOFENOTIPAGEM DA POPULAÇÃO CELULAR DA MEDULA ÓSSEA APÓS 
TRATAMENTO IN VIVO ATRAVÉS DA ÁGUA DE BEBER 
 
Legenda: * - comparação entre controle e tratamentos. Abreviações: M (%) - média em porcentagem 
celular; DV (%) - desvio padrão em porcentagem celular.  
 
Legenda: * - comparação entre controle e tratamentos. Abreviações: M (%) - média em 




4.6 VERIFICAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA REALIZADA PELAS CÉLULAS 































A peroxidação lipídica ocorrida nas células conduz a formação de moléculas 
que apresentam capacidade de induzir a proliferação e diferenciação celular. Devido 
a essa ação, consideramos importante verificar a ocorrência desse processo. 
Observamos que os tratamentos com M1, M2 e M5 induzem essa oxidação.  
 
GRÁFICO 6 - PRESENÇA DE PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA NAS CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA 
APÓS TRATAMENTO IN VIVO ATRAVÉS DA ÁGUA DE BEBER 
 
 







4.7 IMUNOFENOTIPAGEM DAS CÉLULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS 




CONTROLE TUMOR (T) T+M1 T+M8 
M (%)     DV (%) M (%)     DV (%) M (%)     DV (%) M (%)     DV (%) 
CD11b (Mac-1) 62,03      0,12 73,28      0,82 67,37      4,92 70,55      1,59 
CD11c 11,55      0,65 23,15      1,39 11,44**    0,88 16,27*      2,03 
CD3  5,88     0,33 10,75      0,41 7,08*    1,33 6,79**    0,21  
CD45R (B220) 25,49      0,88 31,25      6,67 28,43      2,46 39,42      4,99 
Ly6G (Gr-1) 56,02      2,11 67,38      2,26 62,82      4,99 61,15      3,24 
TER-119 (Ly-76) 17,62      0,41 11,06      2,13 12,75      0,31 11,25      0,60 
           **p<0,01; *p<0,05                                                                           
 
 
Até o momento só havíamos analisado a ação desses complexos em animais 
saudáveis, portanto, resolvemos verificar seus efeitos na medula óssea de animais 
que apresentassem alguma patologia, no caso, que receberam células de melanoma 
(linhagem celular B16F10). Os animais que receberam as células tumorais e não 
foram tratados apresentaram um aumento de quase todas as populações celulares 
analisadas, com exceção da população eritrocítica. Os tratamentos com M1 e M8 
reduziram o número das células CD11c+ e CD3 + praticamente retornando aos 
valores de normalidade (grupo controle). Já as células CD45R+, CD11b+ e Ly6G+ 
apresentaram uma tendência de diminuição após o tratamento com M1 e, as duas 
últimas, após o tratamento com M8.  
 As células TER-119+ estavam em menor número em todos os grupos 




TABELA 4 - IMUNOFENOTIPAGEM DA POPULAÇÃO CELULAR DA MEDULA ÓSSEA APÓS 
TRATAMENTO IN VIVO POR VIA INALATÓRIA 
 
Legenda: * - comparação entre controle e tratamentos. Abreviações: M (%) - média em 




4.8 QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO DE CONEXINA 43 APÓS TRATAMENTO 




CONTROLE M1 M2 M8 
M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) 
ADERENTES 6,47        0,17 2,97**        0,80 2,39**        0,82 2,94**        0,27 
SOBRENADANTES 4,88        0,76 1,23**        0,39 1,57**        0,58 1,23**        0,19 
           **p<0,01; *p<0,05                                                                           
 
 
Devido a grande importância das conexinas, principalmente a conexina 43, no 
processo hematopoiético, consideramos essa análise pertinente. Nossos resultados 
mostraram que o tratamento in vitro com M1, M2 e M8 reduziu significativamente a 
expressão de Cx43, tanto na população aderente quanto sobrenadante da medula 
óssea.  
 
4.9 CÉLULAS MEDULARES E MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 
CAMUNDONGOS APÓS PERMANECEREM EM CO-CULTURA 
4.9.1 Medula óssea 
 
4.9.1.1 Quantificação das células CD11b+  
 
 Analisamos os efeitos dos tratamentos com M1, M2 e M8 através de 





TABELA 5 - ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE CONEXINA 43 NAS CÉLULAS DE MEDULA ÓSSEA 
APÓS TRATAMENTO IN VITRO 
 
Legenda: * - comparação entre controle e tratamentos. Abreviações: M (%) - média em porcentagem 






CONTROLE M1 M2 M8 
M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) 
MO APÓS CO-CULTURA - 
SOBRENADANTES 
58,85     4,26 
--------------- 
41,94**  5,08 55,24     5,77 
MO APÓS CO-CULTURA - 
ADERENTES 
97,25     1,76 97,65     0,64 97,84     0,09 97,23     0,23 
           **p<0,01                                                                     
  
 
Após co-cultura com macrófagos peritoneais, observamos uma diminuição 
das células CD11b+, na população sobrenadante, após o tratamento com o M2.   
 Também verificamos que as células aderentes apresentaram-se, em sua 





















Legenda: * - comparação entre controle e tratamento. Abreviações: M (%) - média em porcentagem 
celular; DV (%) - desvio padrão em porcentagem celular.  
 
TABELA 6 - ANÁLISE DO MARCADOR CD11b APÓS TRATAMENTO IN VITRO 
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4.9.1.2 Análise da expressão do marcador CD11b  

































FIGURA 11 - MICROSCOPIA CONFOCAL DAS CÉLULAS ADERENTES DA MEDULA ÓSSEA 
Legenda: A - Medula óssea (MO) cultivada sozinha; B - MO após permanecer em co-cultura; C - 
ninho; D - megacariócito; E - célula progenitora (núcleo em anel). Objetivas utilizadas: A-B - 40x; 
C - 60x, D-E - 60x (imagens aumentadas para facilitar a visualização dos detalhes). A-B - barras 
equivalentes a 20µm; C - barra equivalente a 10µm; D - barra equivalente a 30µm; E - barra 















Após a análise das células aderentes da medula óssea em microscopia 
confocal, verificamos que os tratamentos com M1, M2 e M8 não modificaram a 
expressão do marcador CD11b. A diferença encontrada foi entre as células 
cultivadas sozinhas e as que permaneceram em co-cultura, sendo que após a co-
cultura, encontramos maior quantidade de células aderidas (FIGURA 11B). Na figura 
11E demonstramos uma célula progenitora em detalhe (núcleo em anel).   
 
4.9.2 Macrófagos peritoneais de camundongos 
4.9.2.1 Análise morfológica  
 
Após permanecerem em co-cultura, os macrófagos peritoneais de 
camundongos foram observados em microscopia eletrônica de varredura. Os 
tratamentos com M1, M2 e M8 alteraram a morfologia das células as quais se 
mostraram ativadas quando comparadas às células controle. Aparentemente não 






































FIGURA 12 - MEV DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS APÓS CO-CULTURA COM CÉLULAS 
DE MEDULA ÓSSEA  
Legenda: A-B - grupo controle; C-D - grupo M1; E-F - grupo M2; G-H - grupo M8. Seta cheia - 
M s residentes; seta vazia - M s ativados; * - M s ativados em maiores aumentos. A, C, E e G 














4.10 ANÁLISE DA LINHAGEM ERITROBLÁSTICA LEUCÊMICA HUMANA K-562 IN 
VITRO 
 Após a análise dos efeitos dos complexos em camundongos com tumores de 
melanoma, resolvemos verificar esses efeitos em células humanas patológicas. O 
modelo escolhido foi a linhagem eritroblástica leucêmica K-562.  
 




CONTROLE M1 M2 M5 M6 M8 
M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) 
viáveis 85,71    7,65 79,96  12,09 84,43    7,50 86,67    5,63 86,57    4,71 87,46    3,93 
necrose 11,01    8,19 11,79    6,72 11,35    5,75 9,45    4,08 11,02    4,32 9,13    3,42 
apoptose 
precose 
0,83    0,88 1,15    0,53 1,56    0,91 1,73    1,85 1,73    0,28 1,28    0,42 
apoptose 
tardia 








CONTROLE M1 M2 M5 M6 M8 
M (%)    DV (%) M (%) DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) M (%)    DV (%) 
G1 
49,58  8,10 37,45  6,89 42,18  7,02 65,82  6,61 63,53  8,80 47,82  8,95 
S 
26,1  6,64 32,82  2,57 31,73  7,70 22,04  1,67 23,05  2,87 28,74  4,83 
G2 
21,20  2,61 26,28  4,07 22,86  9,11 10,27  4,42 11,49  5,45 20,14  8,72 
 
 
TABELA 7 - EFEITO DOS COMPLEXOS SOBRE A VIABILIDADE CELULAR E APOPTOSE DA 
LINHAGEM K-562 IN VITRO   
 
TABELA 8 - EFEITO DOS COMPLEXOS SOBRE A PROLIFERAÇÃO CELULAR DA LINHAGEM K-562 
IN VITRO 
 
Legenda: Abreviações: M (%) - média em porcentagem celular; DV (%) - desvio padrão em 
porcentagem celular.  
 
Legenda: Abreviações: M (%) - média em porcentagem celular; DV (%) - desvio padrão em 




Esses resultados nos mostraram que os tratamentos com M1, M2, M5, M6 e 
M8 não interferem na viabilidade celular e apoptose e também não alteram a taxa de 
proliferação celular. Esses dados confirmam a não toxicidade e mitogenicidade 














































A medula óssea apresenta uma vascularização especial e um microambiente 
altamente protegido, o que proporciona um habitat ideal para a manutenção das 
células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e seu desenvolvimento em células maduras. 
Após atingirem determinados estágios de desenvolvimento, essas células se 
encaminharão para os tecidos periféricos e exercerão suas respectivas funções. 
Durante a hematopoiese normal as HSCs se localizam em um microambiente 
especial, ou nicho, na medula óssea, o qual fornece fatores de crescimento, 
citocinas e moléculas necessárias por manter a sobrevivência, auto-renovação, 
proliferação e diferenciação celular (PAPAYANNOPOULOU; SCADDEN, 2008). 
Esse microambiente especial contém uma população heterogênea de células, 
incluindo células endoteliais, macrófagos, fibroblastos, adipócitos e osteoblastos 
que, juntamente com moléculas de matriz extracelular, fornecem sustentação e 
também fatores necessários para a ocorrência da hematopoiese (WAGEY, 2008). 
 Estudos anteriores demonstraram que complexos altamente diluídos 
apresentam ação efetiva sobre a medula óssea de camundongos, ativando as 
células estromais e aumentando a diferenciação e proliferação das células 
hematopoiéticas in vitro e diferenciação ex vivo (ABUD et al., 2006; CESAR et al., 
2007; CESAR et al., 2009). Esses resultados interessantes tornaram essencial a 
continuidade do estudo desses complexos em células medulares. 
 No presente estudo, verificamos o efeito de complexos altamente diluídos em 
células de medula óssea de camundongos após tratamento in vitro, após 
permanecerem em co-cultura com macrófagos peritoneais e também após 
tratamento in vivo. Também analisamos a ação desses compostos na linhagem 
eritroblástica leucêmica humana K-562 in vitro.   
Resultados anteriores nos mostraram que o M6 modificou a morfologia das 
células estromais da medula óssea in vitro, resultando em um fenótipo de ativação 
(ABUD et al., 2006). Para confirmar essa ativação realizamos experimentos para 
verificar atividade enzimática e produção de espécies reativas de oxigênio e 
nitrogênio.  
 Primeiramente analisamos a atividade da fosfatase ácida total (AcPase) e da 
resistente ao tartarato (TRAP) in vitro e ex vivo.   
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 Fosfatases ácidas (ortofosfórico-monoester fosfohidrolases) são enzimas 
encontradas em muitos tecidos de mamíferos, incluindo medula óssea e sangue 
periférico. Essas enzimas hidrolisam ésteres monofosfatos em ambientes ácidos, e a 
expressão indica ativação celular (DREXLER; GIGNAC, 1994).  
 Primeiramente discutiremos os resultados in vitro. A análise dos resultados da 
AcPase nos mostrou que tanto a população aderente quanto sobrenadante da 
medula óssea apresentaram maior atividade dessa enzima após tratamento com 
M6, indicando que as células medulares tratadas estão mais ativadas que as células 
controle. Essa enzima se liga a grupos fosfato de outras moléculas durante a 
digestão intracelular e encontra-se estocada nos compartimentos lisossomais 
(SUTER et al., 2001). A presença dessas enzimas digestivas capacita a célula a 
eliminar agentes patogênicos. A defesa não é a função principal dessas células, mas 
esse resultado nos confirma a ativação celular. A atividade da TRAP nas células 
aderentes é menor no grupo tratado com M6 quando se compara às células 
controle. A expressão da TRAP é encontrada em muitos tecidos sendo conhecida 
como marcadora de osteoclastos (MINKIN, 1982). Também está presente em 
macrófagos, evidenciando que osteoclastos são derivados de fagócitos 
mononucleares (SNIPES et al., 1986). Histoquimicamente, osteoclastos expressam 
TRAP em grande quantidade enquanto macrófagos apresentam uma atividade mais 
baixa. O aumento dessa atividade em macrófagos caracteriza estados patogênicos 
como, leucemia Hairy cells e doença de Gaucher (HAYMAN et al. 2000). Outra 
célula hematopoiética que apresenta expressão de TRAP é a célula dendrítica 
(HAYMAN et al., 2001). Resultados prévios nos mostraram que células dendríticas 
estão presentes na população aderente da medula óssea (ABUD et al., 2006). Sabe-
se que a TRAP se expressa em maior quantidade nas células dendríticas maduras 
que imaturas (HAYMAN et al., 2001). Durante a diferenciação das células 
dendríticas, ocorre um aumento progressivo dos processos celulares, como aumento 
da expressão de moléculas MHCII, aparecimento de antígenos de superfície e 
intracelulares e uma progressiva diminuição da aderência ao plástico na cultura 
(INABA et al., 1992). Isto justifica encontrarmos uma diminuição dessa expressão 
nas células aderentes e, consequentemente, aumento nas células sobrenadantes. O 
aumento da expressão dessa enzima nas células dendríticas maduras é importante 
devido a sua atividade de captura e processamento do antígeno e indica atividade 
da TRAP nesse processamento (HAYMAN et al., 2001).  
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Outra célula não aderente, abundante na medula óssea é o neutrófilo 
(ZHANG et al., 2005) e essas células expressam fosfatase ácida (KERPPOLA, 
1951). O aumento da atividade da fosfatase ácida em células fagocíticas presentes 
no sobrenadante das culturas indica que essas células, após contato com o M6, se 
ativam, pois apresentam sua maquinaria de destruição de patógenos pronta para 
entrar em ação (UNDERHILL; OZINSKY, 2002; GARIN et al., 2001). 
O resultado do experimento ex vivo foi semelhante ao demonstrado pelas 
células aderentes in vitro, ou seja, aumento da expressão da AcPase e diminuição 
da TRAP. Podemos dizer que o resultado que predomina visualmente, após o 
tratamento com o M6, é o das células aderentes, provavelmente devido à maior 
incidência dessas células quando se compara às não aderentes. É interessante 
ressaltar que esse resultado é o mesmo apresentado por macrófagos peritoneais de 
camundongos após tratamento in vitro com M6 (LOPES et al., 2006).  
A TRAP está envolvida com a produção de radicais livres (HAYMAN, 2000) 
estando presente nas principais células produtoras desses radicais como 
macrófagos ativados e neutrófilos (RÄISÄNEN et al., 2005). A maioria das espécies 
reativas de oxigênio é produzida através da enzima NADPH oxidase e células 
TRAP+ mostram aumento dessa produção (BEDARD; KRAUSE, 2007; RÄISÄNEN et 
al., 2005). A atividade da TRAP está aumentada nas células sobrenadantes, que são 
em sua maioria neutrófilos (ZHANG et al., 2005) e como os neutrófilos produzem 
ROS e RNS em grande quantidade (LEE, 2003; PUNJABI et al., 1992) resolvemos 
analisar a liberação de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio pelas células 
medulares, após tratamento in vitro.  
Esses resultados mostraram uma variação na liberação de moléculas 
















Verificamos que a liberação do ânion superóxido aumentou e a do peróxido 
de hidrogênio e do óxido nítrico diminuíram após o tratamento com M6.  
Leucócitos, como macrófagos e neutrófilos, produzem e liberam espécies 
reativas de oxigênio e nitrogênio em resposta a fagocitose ou estimulação por 
diversos agentes (RÄISÄNEN et al. 2005). Além da resposta imunológica, espécies 
reativas também estão envolvidas nos processos de proliferação e diferenciação 
celular (PICCOLI et al., 2005). Neutrófilos geram grande quantidade de ROS pelo 
processo conhecido como burst respiratório sendo que essa geração é quase que 
exclusivamente através da NADPH oxidase (NOX2) (BEDARD; KRAUSE, 2007). A 
NOX2 apresenta várias subunidades ligadas à membrana plasmática e também 
componentes solúveis, os quais se unem em um complexo na membrana quando a 
célula está ativada. A oxidase unida facilita a transferência de elétrons para o O2 
citoplasmático e o produto dessa reação é o ânion superóxido (O2
-), que pode ser 
convertido a outros reativos de oxigênio como peróxido de hidrogênio (H2O2). Essa 
conversão pode ser espontânea ou acelerada pela superóxido dismutase (SOD). 
Outra reação que pode ocorrer é a oxidação do ânion cloreto (Cl-) pelo H2O2, reação 
catalizada pela enzima mieloperoxidase (MPO) e o produto formado é o ácido 
hipocloroso (HOCl). Juntos os ROS funcionam como agentes antimicrobianos 
altamente efetivos (LEE et al., 2003).  
Quando macrófagos e neutrófilos se apresentam em grande quantidade na 
cultura, ocorre um aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e, 
consequentemente, uma limitação na produção de células progenitoras (MEAGHER, 
1988). Sugere-se então que oxidantes derivados de fagócitos causam danos a 
TABELA 9 - RESUMO DOS RESULTADOS DA LIBERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE 
OXIGÊNIO E NITROGÊNIO PELAS CÉLULAS MEDULARES, APÓS TRATAMENTO IN VITRO   
 
Legenda: Setas indicando aumento ou diminuição da liberação de espécies reativas de oxigênio 
e nitrogênio pelas células medulares.  
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progenitores hematopoiéticos e células estromais por alterarem moléculas de matriz 
extracelular ou inativarem fatores de crescimento (alterações estruturais nas 
proteínas). Para comprovar essa toxicidade suplementaram-se culturas com 
catalase (enzima responsável pela decomposição do H2O2) e, dessa maneira, 
ocorreu um aumento significativo na formação de células progenitoras (MEAGHER, 
1988). Os subprodutos da NOX2 são responsáveis por danos celulares, mas 
também atuam como mediadores ou segundos mensageiros na regulação do ciclo 
celular, transdução de sinal e nos processos de diferenciação (PICCOLI et al., 
2005). A ação desses reativos é verificada na diferenciação induzida por RAF-1 em 
células de carcinoma. O aumento da concentração de H2O2 ativa essa proteína que 
desencadeia uma cascata de fosforilações, resultando na ativação de diversas 
subunidades protéicas, responsáveis pelo controle da expressão gênica envolvida 
nos processos de divisão celular, apoptose, diferenciação e migração celular. Esses 
reativos agem nessa via ativando fatores de transcrição nuclear (HA et al., 2000). 
Devido ao modelo de ação apresentado, é provável que essa modulação ocorra 
também em outros tipos celulares. Citocinas e fatores de crescimento estão 
envolvidos na geração de ROS através da estimulação celular. Interleucina-3 (IL-3) e 
eritropoetina (EPO) atuam sobre células hematopoiéticas e conseqüentemente 
ocorre um aumento da formação de ROS nessas células, os quais agem como 
intermediários da ação das citocinas sobre a proteína JAK2 desencadeando a 
ativação de uma cascata de reação, o que resultará na regulação da síntese 
protéica e, do metabolismo celular (IIYAMA et al., 2006). Resumidamente podemos 
dizer que os ROS gerados pelas células desempenham um importante papel na 
ativação e propagação de sinais intracelulares levando a progressão do ciclo celular 
em células hematopoiéticas. 
Esses reativos estão envolvidos na diferenciação dos osteoclastos pois, a 
depleção da atividade da NADPH oxidase bloqueia a diferenciação dessas células 
(LEE et al., 2005). Também interferem na ativação de linfócitos B e esse processo 
provavelmente ocorre após a ativação do NF B pelos ROS, que desencadeia a 
transcrição do BAFF (fator ativador de células B). Além de ativação, ocorre 
diminuição da taxa de apoptose (MOON et al., 2006). 
Além de produzir ROS, a NADPH oxidase pode agir como sensor dessa 
produção, sinalizando as células das mudanças ambientais e assim contribuindo 
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para o ajuste da concentração ideal, para que atuem como mensageiros (PICCOLI 
et al., 2005). Essa função sensorial é muito importante, porque, em pequenas 
quantidades, esses reativos funcionam como mensageiros, mas em quantidades 
maiores atuam na fagocitose podendo ocasionar o estresse oxidativo (JANG; 
SHARKIS, 2007). 
Nossos resultados nos mostraram um aumento da liberação do ânion 
superóxido e uma diminuição da liberação do peróxido de hidrogênio, após o 
tratamento com o M6. Esses dados podem ser explicados pelo consumo do H2O2, 
resultando na formação do O2
-, através da TRAP. Um dado interessante é que esses 
reativos apresentam maior efeito antibacteriano quando na presença dessa enzima 
a qual, sozinha, não apresenta essa atividade. Macrófagos com o gene da TRAP 
knockout mostram alteração na produção de radicais livres. Isso sugere que essa 
enzima está envolvida na geração de ROS e também na resposta imunológica 
(HAYMAN et al., 2000; RÄISÄNEN et al., 2005). 
Reativos de oxigênio estão envolvidos nos processos de migração celular. O 
aumento da expressão de CXCR4 (receptor do SDF-1- stromal cell-derived factor-1) 
é uma importante estratégia para elevar a taxa de migração de células-tronco 
mesenquimais (MSCs) e os ROS estão envolvidos na regulação dessa expressão 
em vários tipos celulares, como células-tronco hematopoiéticas e células endoteliais 
(LEE et al., 2007). Um exemplo é a via de sinalização da ERK1/2 modulada por ROS 
a qual está envolvida na expressão do CXCR4 (LI et al., 2009). 
Os efeitos celulares dos ROS dependem da concentração e do tempo de 
exposição. Pouco tempo de exposição a uma baixa concentração de ROS resulta 
em uma ativação e aprimoramento das vias de sinalização que induzem a 
proliferação celular. Exposições prolongadas a baixas concentrações de ROS 
resultam em uma ativação prolongada dessas vias, comparando-se aos efeitos dos 
fatores de diferenciação. Exposições a altas concentrações podem ocasionar danos 
no DNA resultando em indução da ativação da proteína p53 e conseqüente 
expressão da p21, o que levará a uma parada na fase G1 do ciclo celular. Novas 
exposições podem ocasionar danos estruturais em proteínas e lipídios. Nessas 
condições podem ocorrer paradas no ciclo celular o que desencadeará processos 
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apoptóticos e, dependendo da gravidade dos danos ocorridos, as células entrarão 
diretamente em necrose (BOONSTRA; POST, 2004).  
Raffaghello e colaboradores em 2008 demonstraram que células-tronco 
mesenquimais (MSCs) apresentam influência sobre a produção do H2O2 pelos 
neutrófilos, previnindo o excesso ou a ativação inapropriada do metabolismo 
oxidativo dessas células, sem interferir na função fagocítica.  
As espécies reativas estão em constante formação, dismutação e combinação 
intracelular e, esse balanço, é muito importante para a manutenção das condições 
celulares. Aparentemente o M6 contribui para essa manutenção, podendo agir sobre 
as células hematopoiéticas e/ou sobre as células estromais. Resultados prévios de 
nosso laboratório demonstraram que o M6 atua diretamente sobre a NOX2 de 
macrófagos peritoneais de camundongos (De OLIVEIRA et al., 2006), o que nos 
sugere uma ação sobre essa enzima das células medulares.  
A redução da liberação de óxido nítrico após o tratamento com M6 indica um 
consumo desse radical o qual se combinaria com o ânion superóxido resultando na 
formação do peroxinitrito (ONOO-). Dessa maneira ocorreria menor produção do 
H2O2 e a célula estaria protegida dos seus efeitos deletérios (WINK et al., 1995). 
Essa diminuição também pode indicar uma ação do complexo protegendo a célula 
dos efeitos diretos do NO.  
O óxido nítrico se comporta como um regulador negativo da proliferação das 
células-tronco e conseqüentemente da hematopoiese. Um indício dessa ação é um 
aumento da proliferação e sobrevivência das HSCs após a supressão da atividade 
da enzima óxido nítrico sintase (NOS) (MICHURINA et al., 2004). As isoformas da 
NOS são encontradas em células da medula óssea e sangue periférico de humanos 
e roedores. A iNOS (induzível) se expressa em megacariócitos, eosinófilos, 
neutrófilos e monócitos, a eNOS (endotelial) em plaquetas, megacariócitos, linfócitos 
e a nNOS (neuronal) em neutrófilos (MICHURINA et al., 2004; AICHER et al., 2003; 
MACIEJEWSKI et al., 1995). Mesmo atuando como um regulador negativo da 
hematopoiese, o NO apresenta capacidade de proteger as células dos efeitos dos 
ROS, através da formação do peroxinitrito. As isoformas da NOS estão expressas no 
estroma da medula óssea e a expressão da nNOS está correlacionada com a 
habilidade dessas células em fornecer suporte às HSCs e progenitores in vitro 
(KRASNOV et al., 2008), provavelmente através desses mecanismos de proteção.  
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 Um dos mecanismos propostos para explicar a toxicidade do NO é a nitração 
de proteínas (MACIEJEWSKI et al., 1995). Proteínas nitradas aparecem em 
eosinófilos, neutrófilos e eritrócitos e geralmente não são observadas em mastócitos 
e macrófagos (HEIJNEN et al., 2006). Isso pôde ser visualizado em nossos 
resultados, pois apenas as células sobrenadantes tratadas com o M6 mostraram a 
presença de nitrotirosinas. Provavelmente, o M6 protege as células e, por 
conseqüência, a medula óssea como um todo de potenciais danos oxidativos, 
através da formação do ONOO-. Não podemos descartar a hipótese de danos 
ocasionados por esse produto, mas o importante para o microambiente é que 
nenhum desses reativos se apresente em grandes concentrações, ou seja, é esse 
equilíbrio que impede a ocorrência de danos mais efetivos causados pelas espécies 
reativas.  
 A nitração de proteínas em regiões críticas como, sítios de ligação enzima-
substrato e receptor-ligante, interfere nas funções protéicas, devido à presença do 
grupo nitro (NO2
-). A ligação do grupo NO2
-
 a tirosinas compete com grupos fosfato 
(PO4
3-), impedindo fosforilações necessárias ao desempenho das funções celulares 
(ZHAN; DESIDERIO, 2007). A presença de proteínas nitradas pode prejudicar as 
células, mas, resultados anteriores indicam que isso não ocorre em cultura, pois 
após 96 horas, as populações celulares da medula óssea se mantém (ABUD et al., 
2006), incluindo células que apresentam nitroproteínas, como neutrófilos e 
eritrócitos. Portanto, a formação do ONOO- pode ser considerada um mecanismo de 
proteção dessas células.     
Nossos resultados nos indicam que o M6 atua na modulação da liberação do 
NO, O2
- e H2O2, bem como na regulação da concentração dessas moléculas, as 
quais estão diretamente correlacionadas com a hematopoiese e, são essenciais 
para o desenvolvimento adequado desse processo.  
Citocinas e fatores de crescimento são glicoproteínas que, em pequenas 
concentrações, agem sobre moléculas receptoras regulando a sobrevivência, morte, 
proliferação e diferenciação celular (QUESENBERRY; COLVIN, 2001). Devido à 
importância desses fatores em todos os processos celulares, resolvemos analisar a 
presença de algumas citocinas no sobrenadante das culturas de medula óssea após 
tratamento com o M6. Após essa análise verificamos que apenas o TNF  é 
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detectado acima dos níveis basais e o tratamento não alterou essa produção. Essa 
citocina está presente na medula óssea (MACIEJEWSKI et al., 1995) e é importante 
para a regulação da hematopoiese agindo sobre populações celulares específicas 
desse microambiente. Apresenta uma ação pleiotrópica, dependendo da célula alvo 
e do estágio de diferenciação dessa célula (WANG et al., 2003). Demonstra também 
uma ação sinérgica com outras citocinas, por exemplo, juntamente com IL-1 estimula 
a migração de linfócitos e aumenta a produção de granulócitos (UEDA et al., 2005) e 
juntamente com o GM-CSF age na geração de células dendríticas na medula óssea, 
provavelmente estimulando a expressão de receptores de GM-CSF nos precursores 
dessas células (WANG et al., 2003). Dessa maneira mostramos a importância da 
presença do TNF  no desenvolvimento da cultura de medula óssea.  
A figura a seguir resume os resultados apresentados e permite uma melhor 
visualização das possíveis vias de formação utilizadas pelas moléculas reativas de 














FIGURA 13 - RESUMO DOS RESULTADOS ENCONTRADOS APÓS O TRATAMENTO COM M6  
Legenda: Células aderentes (estromais) e sobrenadantes (hematopoiéticas) expressando fosfatase 
ácida total (AcPase) e resistente ao tartarato (TRAP). Formação e liberação de espécies reativas 
de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) pelas células medulares. Aparentemente as células tratadas 
com M6 apresentam um desvio na via de formação de espécies reativas, demonstrando uma maior 
concentração de peroxinitrito (ONOO
-
). Presença de células nitradas no sobrenadante da cultura. 
80 
 
Após tratamento in vitro com o M1 e M8 verificamos uma diminuição das 
populações celulares sobrenadantes nas culturas de medula óssea. Com o M1, as 
células CD11b+, CD11c+, CD3 + e CD45R+ apresentaram uma redução numérica, 
sendo que as três últimas populações se mostraram reduzidas após o tratamento 
com M8. As células Ly6G+ e TER-119+ não se alteraram com nenhum dos 
tratamentos. As células CD11b+ (monócitos/macrófagos) e CD11c+ (células 
dendríticas) estão presentes no estroma medular, como já demonstrado em 
resultados anteriores (ABUD et al., 2006). Esses complexos aparentemente facilitam 
a adesão dessas células auxiliando na formação do estroma medular. Resultados 
prévios nos mostraram que o M6 tem a capacidade de alterar a expressão de 
integrinas de membrana em macrófagos peritoneais de camundongos, estimulando 
a adesão celular (PIEMONTE; BUCHI, 2002). Possivelmente o M1 e o M8 
apresentam efeitos semelhantes ou essa adesão pode ser em função de 
proliferação e/ou diferenciação celular. Sabe-se que as células precursoras 
hematopoiéticas precisam estar em contato com o estroma medular para que esses 
processos sejam ativados (FUCHS et al., 2004). A diminuição das células CD3 + e 
CD45R+ também pode ser devido à proliferação e/ou diferenciação celular, pois as 
células estromais da medula óssea têm a capacidade de fornecer suporte para a 
diferenciação de precursores linfóides em células T (GARCIA-OJEDA et al.,1998) e 
em células B maduras (KING et al., 1989).  
 As células Ly6G+ e TER-119+ não apresentaram alteração numérica após os 
tratamentos. Estas células também precisam aderir para proliferar e diferenciar. 
Pode ser que o M1 e o M8 não interfiram nesses processos dessas células in vitro. 
Outra possibilidade é que essas células tenham aderido e já atingido um estágio de 
diferenciação no qual são capazes de se desligar do estroma medular, pois quanto 
mais diferenciada a célula está, menor sua capacidade de adesão (HURTADO et al., 
2004). 
 Resultados anteriores nos mostraram que o tratamento com o M6 induziu a 
formação de ninhos celulares, aglomerados de células hematopoiéticas sobre as 
estromais. Esses clusters celulares correspondem a prováveis locais de proliferação 
e/ou diferenciação (ABUD et al., 2006). É interessante citar que culturas celulares 
tratadas com o M1 e M8 não só apresentam esses ninhos, mas ninhos maiores e em 
maior número, quando se compara ao grupo controle (dados da iniciação científica), 
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justificando o menor número de alguns tipos celulares no sobrenadante da cultura, 
após os tratamentos.  
Outra análise realizada após os tratamentos in vitro foi a imunomarcação da 
molécula conexina 43 (Cx43) nas células aderentes e sobrenadantes da medula 
óssea. Junções comunicantes ou gaps junctions são canais intercelulares formados 
por unidades individuais denominadas conexinas (Cx), as quais permitem o 
intercâmbio de uma variedade de pequenas moléculas citoplasmáticas. Estão 
presentes entre as células estromais e as hematopoiéticas. Várias isoformas de 
conexina são expressas nos tecidos hematopoiéticos, mas a Cx43 é a mais 
abundante (HARRIS, 2007; SAEZ et al., 2003). Essa molécula apresenta grande 
importância, pois a deleção de Cx43 pode resultar em anormalidades 
hematopoiéticas in vivo e in vitro. As junções comunicantes das células estromais da 
medula óssea são compostas, praticamente apenas, por Cx43, sendo essa molécula 
a maior responsável pela comunicação entre essas células. Essa prevalência pode 
ser devido a grande permeabilidade que a Cx43 confere a membrana plasmática 
(CANCELAS et al., 2000).  
 Progenitores hematopoiéticos estão ligados às células estromais através de 
Cx43 e essa ligação é responsável pelo controle da proliferação das HSCs 
(PARAGUASSÚ-BRAGA et al., 2003). A expressão de conexinas é maior ou menor, 
dependendo do estágio de comprometimento e diferenciação celular e, quanto mais 
ligada a célula estiver ao estroma, menor o seu grau de comprometimento pois, in 
vitro, precursores mielóides e linfóides aderem firmemente ao estroma e migram 
sobre ele, formando ilhas de diferenciação enquanto células maduras são 
encontradas na fração celular sobrenadante (HURTADO et al., 2004). A expressão 
de Cx43 é mais crítica nas células não-hematopoiéticas (estromais), devido à 
capacidade de suportar a hematopoiese que essas células apresentam. Com 
relação as células hematopoiéticas, estão mais presentes nas precursoras mielóides 
que nas linfóides (MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2003). 
O aumento na expressão de Cx43 resulta em um retardo na diferenciação das 
células sanguíneas, e no aumento da produção de precursores hematopoiéticos, 
enquanto a diminuição na expressão dessa molécula resulta em uma diferenciação 
acelerada dos precursores mielóides. Portanto, sugere-se que o acoplamento 
mediado por conexina nas células do estroma, module a razão entre proliferação e 
diferenciação dos precursores hematopoiéticos. Logo, o aumento da comunicação 
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mediada por junções comunicantes no estroma, permite uma produção aumentada 
de células imaturas na medula óssea, através de um atraso em sua diferenciação 
terminal, induzindo conseqüentemente um período de proliferação prolongado dos 
precursores hematopoiéticos (BODI et al., 2004). Essa capacidade é importante 
quando o tecido está se estabelecendo ou uma regeneração tecidual é necessária. 
A expressão de Cx43 é maior em camundongos neonatos que em adultos, o que 
indica que a presença dessa molécula é mais necessária em organismos em 
formação (MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2003).  
 A expressão de Cx43 é pequena na medula óssea adulta (MONTECINO-
RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2003) e essa informação corrobora os nossos 
resultados. Verificamos uma pequena expressão dessa molécula, tanto na 
população aderente quanto sobrenadante da medula óssea. Nossos resultados 
também nos mostram que, após o tratamento com o M1, M2 e M8 ocorre uma 
diminuição da expressão de Cx43, nas duas populações analisadas. Como a Cx43 
está mais presente em células progenitoras e a diminuição dessa expressão resulta 
em uma diferenciação acelerada dos precursores, reforçamos a hipótese acima 
sugerida de que esses complexos estão envolvidos no processo de diferenciação 
celular, pois reduzem a expressão dessa molécula.  
 Após o tratamento in vivo com M1, na água de beber, verificamos uma 
permanência numérica das células CD11b+, um aumento das células CD11c+, 
CD3 +, CD45R+ e Ly6G+ e uma diminuição das células TER-119+ na população 
medular total.  
 As células CD11b+ se apresentam em grande quantidade na medula óssea, 
estando no estroma medular e nas células hematopoiéticas. As alterações 
numéricas apresentadas pelas células CD11c+, CD3 + e CD45R+ provavelmente 
estão correlacionadas. Sabemos que células dendríticas, B e T circulantes podem 
migrar da periferia para a medula óssea. Esse homing depende da expressão de V-
CAM-1 e selectinas nos microvasos medulares. Após essa migração, células 
dendríticas apresentam antígenos para as células T residentes (MAZO et al., 2005). 
Dessa maneira, as células dendríticas podem realizar fagocitose na própria medula 
óssea ou podem capturar o antígeno no sangue periférico e migrar para esse 
microambiente. Na medula óssea essas células apresentam o antígeno para a célula 
T, as quais se estimulam e desencadeiam o processo de proliferação celular, 
portanto, a célula T ativada não apresentará apenas a função de sinalizar a 
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presença de agentes estranhos, mas também poderá enviar sinais que induzirão o 
comprometimento celular (FAURE et al., 2004; CAVANAGH et al., 2005). O número 
de células dendríticas que retorna para a medula óssea é semelhante ao que retorna 
ao baço, mas a medula apresenta maior capacidade de retenção dessas células 
(CAVANAGH et al., 2005). Com isso dizemos que o M1 estimula essa capacidade 
de retenção pela medula óssea, o que é uma explicação para o aumento numérico 
dessas células.  
O homing de células T também estimula a proliferação e diferenciação de 
células dendríticas progenitoras na medula óssea, mas, essa estimulação é mais 
efetiva sobre células maduras (periferia) que sobre células progenitoras (medula 
óssea) (FAURE et al., 2004). A medula óssea constitui um reservatório de células T 
para eventual recrutamento e apresenta capacidade de reconstituir essa população 
celular na ausência do timo. A diferenciação final da célula T ocorre no timo e órgãos 
linfóides secundários, mas, essa célula já se apresenta comprometida com essa 
linhagem na medula óssea, apresentando a molécula CD3  (KLEIN et al., 2003; 
MAZO et al., 2005). Podemos dizer que o M1 está facilitando o homing dessas 
células levando a ativação de células T e dendríticas.  
 Neutrófilos constituem um importante mecanismo de defesa contra infecções. 
Em condições normais, uma pequena fração dessas células está na circulação (2% 
em camundongos), sendo que grande parte encontra-se estocada na medula óssea. 
Em resposta a uma infecção, neutrófilos são recrutados para controlar a invasão de 
patógenos no sangue periférico, realizando fagocitose, produzindo agentes 
oxidativos e enzimas digestivas. Durante o processo de defesa imunológica, essas 
células são eliminadas e o G-CSF é responsável por induzir a granulopoiese e 
refazer o reservatório na medula óssea. Devido à vida curta desse tipo celular (12-24 
horas) estão continuamente sendo recrutados (RAFFAGHELLO et al., 2008; ZHANG 
et al., 2005; NAVARINI et al., 2009).  
As células TER-119+ reduziram em número após o tratamento. Este dado nos 
indica diferenciação celular, pois essas células podem estar em um estágio de 
diferenciação adequado para deixarem a medula óssea e se encaminharem para o 
sangue periférico. Resultados prévios de nosso laboratório nos mostraram que 
pacientes HIV+ tratados com o M6 apresentaram aumento de eritrócitos no sangue 
periférico (STROPARO, 2005). Essa é mais uma evidência da capacidade de ação 
desses complexos sobre a diferenciação celular. As HSCs precisam de contato para 
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proliferar e/ou diferenciar e na eritropoiese, as células eritróides estão organizadas 
em pequenas unidades anatômicas, denominadas ilhas eritroblásticas. Nesses 
locais, as células se diferenciam, sendo que os macrófagos são as células 
responsáveis pela organização dessas ilhas. Soni e colaboradores, em 2007, 
mostraram que a erythroblast macrophage protein (EMP) é responsável pela ligação 
da célula eritroblástica ao macrófago e, após a diferenciação, as células se dirigem 
para os sinusóides da medula óssea (YOKOYAMA et al., 2003; SONI et al., 2007). 
Existe também um fator regulador da diferenciação eritróide (EDR) que é liberado 
pelas células estromais (DÖRMER et al., 2004). Com essas informações, juntamente 
com os nossos resultados, sugerimos que o complexo age sobre as células 
estromais, facilitando o arranjo das ilhas (ninhos) e estimulando a liberação de 
fatores solúveis.  
O tratamento com o M2 resultou em um aumento das células CD11b+ na 
medula óssea. Monócitos são originados nesse microambiente e, após atingirem o 
sangue periférico, continuam a sua diferenciação. Assim, darão origem a uma 
variedade de macrófagos residentes nos diferentes tecidos do organismo e também 
a células especializadas, como células dendríticas e osteoclastos. Os macrófagos 
especializados recebem nomes característicos, como, célula de Langerhans 
(epiderme), célula de Kupffer (fígado), micróglia (sistema nervoso central) entre 
outras (GORDON; TAYLOR, 2005). Devido a importância e a demanda dessas 
células, tanto para o microambiente medular (BROUDY et al., 1986; BLASI et al., 
1987) quanto para os tecidos periféricos, pode ser encontrado um aumento desse 
grupo na medula óssea.Também foi verificada uma redução das células CD45R+, 
linfócito B e precursores, na medula óssea. Devido a capacidade de produzir 
anticorpos, os linfócitos B estão envolvidos em casos de autoimunidade e a 
depleção dessas células é utilizada no tratamento de doenças autoimunes como, 
lúpus eritematoso e artrite reumatóide (EISENBERG; ALBERT, 2006). A depleção é 
realizada utilizando-se fatores que inibam a diferenciação terminal dessas células (LI 
et al., 2008). A redução numérica das células precursoras de linfócito B, encontrada 
apenas com o M2, sugerindo uma imunidade adquirida reduzida, mas aumento da 
imunidade inata (CD11b+), é um forte indício da atividade imunomoduladora desse 
produto. É importante ressaltar que esse resultado sugere uma possível 
administração da imunidade sem resultar em uma imunodepressão. 
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O aumento das células CD3 + após o tratamento com M4, pode ser explicado 
pela estimulação do homing dessas células. Podemos também considerar a função 
de reservatório de células T, que a medula óssea apresenta. Dessa maneira 
dizemos que esse complexo estimula o homing dessas células e também auxilia na 
manutenção do reservatório, para eventual recrutamento celular.  
A medula óssea constitui um reservatório de neutrófilos. Verificamos que após 
o tratamento com M5, houve uma redução numérica das células Ly6G+ no 
microambiente medular. Essa redução pode ser devido apenas ao processo de 
modulação ou a um recrutamento para os tecidos periféricos. A baixa celular na 
medula óssea pode indicar uma situação patológica, mas em situações normais, 
essa baixa é provisória devido a grande capacidade desse microambiente de refazer 
esse tipo celular. Na presença de interleucina 23 (IL-23) ocorre maior mobilização 
dessas células para o baço (DIETLIN et al., 2009) e células apresentadoras de 
antígenos (APCs), como células dendríticas e macrófagos, são capazes de produzir 
essa citocina (GEROSA et al., 2008). Como essas células estão presentes na 
medula óssea, podemos supor que o M5 estimula a liberação dessa citocina, 
facilitando a mobilização das células Ly6G+ para os tecidos periféricos.  
Após o tratamento in vivo com M8, percebemos um aumento numérico das 
células CD45R+, quando se compara ao grupo controle. Esse aumento pode ser 
explicado pelo homing dessas células para a medula óssea. As células B maduras, 
presentes nesse microambiente, não representam um pool de células de memória 
adquirido durante o desenvolvimento do organismo, mas sim uma população 
dinâmica continuamente renovada pelo influxo de células B recém geradas nos 
centros germinais dos órgãos linfóides secundários (PARAMITHIOTIS; COOPER, 
1997). O contato entre o estroma medular e as células B é muito importante para o 
desenvolvimento desse tipo celular. Esse contato estimula a célula estromal a 
produzir citocinas e também expressar moléculas de superfície, o que auxiliará no 
desenvolvimento das células B. A ligação ocorre via VLA-4 da célula B e VCAM-1 da 
estromal (JARVIS et al., 1997). Portanto, esse retorno, além de manter uma 
população de células B maduras na medula óssea, também é importante para uma 
eventual diferenciação terminal dessas células, as quais podem se diferenciar até 
plasmócitos, nesse microambiente (PARAMITHIOTIS; COOPER, 1997). Com isso, 
sugerimos que o M8 está facilitando esse processo, da mesma maneira que o M1 e 
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o M6. Outra explicação seria o recrutamento de células B para suprir as 
necessidades dos tecidos periféricos. 
 As células tratadas com M1, M2 e M5 realizaram peroxidação lipídica. 
Produtos dessa peroxidação, principalmente o 4-HNE, são capazes de afetar 
mecanismos celulares, em um processo concentração dependente. Enquanto baixos 
níveis de 4-HNE promovem proliferação celular, altas concentrações podem induzir 
diferenciação e/ou apoptose, dependendo do tempo de contato com a molécula 
(YANG et al., 2003; SHARMA et al., 2010). A formação do 4-HNE é proporcional a 
produção de ROS e aparentemente, a sinalização induzida pelos ROS regula as 
enzimas envolvidas na formação e metabolismo do 4-HNE. Dessa maneira, 
relacionamos os efeitos causados pela formação do 4-HNE e do H2O2. Ambos 
causam, em baixas concentrações, proliferação e, em altas concentrações, 
apoptose, são pequenas moléculas reativas, que apresentam tempo de meia-vida 
apropriado para muitos processos biológicos. Essas duas moléculas apresentam 
diferentes proteínas-alvo, o que resultará em modificações funcionais. Ainda não se 
sabe exatamente o mecanismo de ação do 4-HNE, mas sabe-se que essa molécula 
apresenta uma grande influência em processos celulares fundamentais incluindo, 
proliferação, diferenciação, eventos no ciclo celular e apoptose, em parte pela 
influência que apresenta sobre a expressão de numerosos genes (AWASTHI et al., 
2008). Portanto, a ocorrência de peroxidação lipídica é mais um dado que reforça a 
capacidade de ação desses complexos sobre a proliferação e/ou diferenciação 
celular na medula óssea.  
 Também avaliamos a ação do M1 e do M8 na medula óssea de animais 
C57BL/6 que receberam células de melanoma (linhagem celular B16F10). Até então 
só havíamos analisado a ação de complexos altamente diluídos em animais 
saudáveis, dessa maneira consideramos importante verificar essa ação em animais 
portadores de tumor. Os animais que receberam as células tumorais e não foram 
tratados apresentaram um aumento de quase todas as populações celulares 
analisadas, com exceção da população eritrocítica. O tratamento in vivo, por 
inalação, com esses complexos resultou em uma redução quantitativa das células 
CD11c+ e CD3 +, as quais praticamente retornaram aos valores de normalidade 
(grupo controle). Já as células CD45R+, CD11b+ e Ly6G+ apresentaram uma 
tendência de diminuição e retorno à normalidade após o tratamento com M1 e as 
duas últimas após o tratamento com M8 (TABELA 4).   
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A análise dos resultados nos mostrou que o aumento numérico das células 
CD11c+ e CD3 + no grupo Tumor foi muito maior, quando se compara ao aumento 
apresentado pelos outros grupos celulares. Provavelmente isso ocorre devido a 
tentativa das células dendríticas (DC) (adjuvantes naturais) em apresentar antígenos 
tumorais às células T, uma vez que as DCs são grandes ativadoras dessas células, 
as quais mediam respostas imunológicas contra antígenos tumorais (células T anti-
tumorais). Dessa maneira as células dendríticas controlam o tipo de resposta 
imunológica produzida pelas células T auxiliares ou citotóxicas (BANCHEREAU et 
al., 2001; MÜLLER-BERGHAUS et al., 2006). Análises em pacientes que 
apresentavam melanoma mostraram que DCs são capazes de apresentar antígenos 
derivados de células de melanoma lisadas, para as células T. Nesse trabalho 
verificou-se a regressão tumoral (ESCOBAR et al., 2005).  
As explicações para esse aumento numérico das células CD11c+ e CD3 +, 
apresentado no grupo Tumor, são o homing e o recrutamento para a medula óssea. 
Sabemos que essas células apresentam a capacidade de realizar homing, quando 
necessário (MAZO et al., 2005). Outra informação interessante é que células T se 
apresentam em maior número na medula óssea de pacientes com melanoma em 
estágio avançado (MÜLLER-BERGHAUS et al., 2006). Aparentemente, no 
melanoma pulmonar dos camundongos não tratados, essa interação celular não foi 
suficiente para deter o crescimento tumoral (FIGURA 14B). 
Após o tratamento com M8 percebemos uma tendência de aumento das 
células CD45R+, quando se compara ao grupo Tumor. Sabemos que linfócitos B 
estão envolvidos nos processos de metástase experimental derivada de células 
B16F10 (STAQUICINI et al., 2008). Aparentemente o complexo está auxiliando no 
suprimento das necessidades de recrutamento do tumor, em contrapartida, não 
houve aumento de metástase no pulmão desses animais, como mostra a figura 14D 




















Esse é mais um indício da atividade modulatória desses produtos, pois 
mesmo ocorrendo um aumento numérico das células B, houve redução das células 
CD11c+ e CD3 + e o organismo se encontra em processo de recuperação.  
Essas imagens nos mostram que após os tratamentos, os animais se 
apresentavam em processo de recuperação, devido não só a redução do número de 
tumores, mas também do volume das massas tumorais. Isso explica o retorno às 
taxas normais das células medulares apresentado pelos grupos tratados com M1 e 
M8, indicando que esses complexos agem no organismo como um todo, auxiliando 
na sua recuperação. A recuperação desses animais foi visualizada e analisada em 
vários aspectos (GUIMARÃES, 2009; GUIMARÃES et al., 2010). 
Após todas essas análises realizadas em animais normais e portadores de 
melanoma, verificamos a influência do tratamento com M1, M2, M5, M6 e M8 em 
células humanas patológicas. O modelo escolhido foi a linhagem eritroblástica 
leucêmica K-562. Percebemos que os tratamentos não modificaram a viabilidade 
celular e apoptose e também não alteraram a taxa de proliferação celular. Esses 
dados confirmam a não toxicidade e mitogenicidade desses complexos. É 
interessante perceber que esses produtos estimulam as células normais e também 
agem sobre os animais com melanoma, mas não alteram as células leucêmicas 
isoladas em cultivo, nos parâmetros analisados.   
FIGURA 14 - IMAGENS DE PULMÃO APÓS A REALIZAÇÃO DO EXPERIMENTO  
Legenda: A - grupo controle; B - grupo tumor; C - grupo tumor + M1; D - grupo tumor + M8 





Depois dessas análises realizamos um experimento de co-cultura das células 
medulares com macrófagos peritoneais de camundongos tratados com M1, M2 e 
M8. O primeiro ensaio realizado foi a quantificação das células CD11b+ por 
citometria de fluxo. Escolhemos analisar essas células devido ao papel central que 
monócitos e macrófagos desempenham na regulação hematopoiética (BROUDY et 
al., 1986). A população aderente se mostrou quase que totalmente como CD11b+. 
Esse dado corrobora resultados anteriores, onde mostramos a grande maioria das 
células aderentes da medula óssea apresentando essa marcação (ABUD et al., 
2006). Os tratamentos não alteraram essa expressão. Com relação a população de 
células sobrenadantes da medula óssea, percebemos uma redução das células 
CD11b+, após o tratamento com M2, o que nos indica que esse complexo estimulou 
a adesão celular, contribuindo para formação do estroma medular e/ou facilitando a 
diferenciação dessas células. A microscopia confocal nos mostrou que os 
tratamentos não modificaram a expressão do marcador CD11b, nas células 
aderentes, após co-cultura. A diferença encontrada foi entre as células cultivadas 
sozinhas e as que permaneceram em co-cultura, onde encontramos maior 
quantidade de células aderidas (FIGURA 11B) as quais se apresentam em clusters 
(ninhos). Com isso, podemos dizer que os fatores solúveis, liberados pelos 
macrófagos peritoneais, influenciaram na formação desses ninhos. Os macrófagos 
apresentam grande importância no processo hematopoiético, pois além de 
fornecerem sustentação, liberam fatores de crescimento e estimulam outras células 
estromais a produzirem esses fatores (BROUDY et al., 1986; BLASI et al., 1987). No 
caso do experimento de co-cultura, não houve contato entre os macrófagos 
peritoneais e as células medulares, apenas troca de fatores solúveis, como M-CSF e 
GM-CSF. O M-CSF (CSF-1) regula a sobrevivência, proliferação e diferenciação de 
monócitos/macrófagos e o GM-CSF (CSF-2) estimula a produção de granulócitos e 
macrófagos (CECCHINI et al., 1994; METCALF et al.; 1986). A presença dos 
macrófagos no experimento de co-cultura permite uma maior concentração desses 
fatores importantes para a hematopoiese, sendo então razoável encontrar maior 
quantidade de células aderidas. A presença de células progenitoras aderidas 
(FIGURA 11E) é um indício da ocorrência de diferenciação. A microscopia eletrônica 
de varredura nos mostrou que, após os tratamentos, os macrófagos peritoneais se 
apresentam com morfologia de ativados. Verificamos maior presença de células 
aderidas e espraiadas, quando se compara ao grupo controle (FIGURA 12). Após a 
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análise dos dados obtidos com a microscopia confocal e a eletrônica de varredura, 
verificamos que, mesmo na ausência do tratamento, os macrófagos alteram o 
desenvolvimento da cultura de medula óssea, estimulando a formação de ninhos 
celulares.  
As figuras a seguir resumem os resultados encontrados após os tratamentos 








































FIGURA 15 - RESUMO DOS RESULTADOS ENCONTRADOS APÓS O TRATAMENTO IN 
VITRO COM M1 E M8  









 no sobrenadante das culturas. Adesão dessas 
células para provável proliferação/diferenciação. Maior número de ninhos celulares (dados 
da iniciação científica). Presença, mas redução da expressão de conexina 43 nas células 



































Terapias focadas no estímulo e recrutamento de células-tronco 
hematopoiéticas tem sido foco de pesquisas relacionadas à resolução de diversas 
doenças. Todos os complexos estudados nesse trabalho mostraram atuar de 
alguma maneira sobre as células precursoras e estromais da medula óssea, uma 
das regiões mais ricas em células-tronco adultas. Esta é uma área importante para 
futuras pesquisas, pois à medida que esses conhecimentos se expandem, aumenta 
a esperança de possuirmos a habilidade de influenciar seletivamente um estado de 





FIGURA 16 - RESUMO DOS RESULTADOS ENCONTRADOS APÓS O TRATAMENTO IN 
VIVO, ATRAVÉS DA ÁGUA DE BEBER, COM M1, M2, M4, M5, M6 E M8  
Legenda: Provável ocorrência de homing e recrutamento. Ocorrência de peroxidação lipídica 






 Nossos resultados permitem concluir que os complexos altamente diluídos:  
1. Ativam as células da medula óssea, pois alteram a liberação de espécies 
reativas de oxigênio e nitrogênio e modificam a atividade da fosfatase ácida total 
(AcPase) e da resistente ao tartarato (TRAP); 
2. Ativam mecanismos de proteção celular, pois modulam a liberação de 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e permitem a nitração de proteínas;  
3. Atuam na proliferação e/ou diferenciação, ativação, recrutamento, homing e 
manutenção do microambiente, modificando numericamente o perfil das populações 
medulares, reduzindo a expressão da molécula Cx43 e peroxidando lipídeos; 
4. Modulam a resposta imunológica em camundongos C57BL/6 portadores de 
melanoma B16F10, alterando o perfil das células da medula óssea para um nível 
mais próximo dos animais saudáveis;  
5. Não apresentam citotoxicidade, pois a viabilidade celular, apoptose e taxa de 
proliferação das células leucêmicas da linhagem K-562 não foram alteradas.   
Resumindo, essas alterações permitem concluir que os complexos atuam na 
medula óssea e no organismo como um todo, contribuindo para a manutenção e/ou 
recuperação de uma situação de equilíbrio, e que modulam o sistema, pois agem de 
maneira diferente em células normais e tumorais, também atuando diferentemente 
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ANEXO 1 - APROVAÇÃO PELA COMISSÃO DE ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO 
ANIMAL (CEEA) DO SETOR DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS DA UNIVERSIDADE 











































SIGMA DIAGNOSTICS ACID PHOSPHATASE KIT 
 Cultivar as células da medula óssea durante 96 horas; 
 Após esse período as células sobrenadantes (2x104) foram citocentrifugadas 
(CITOPRO TM) durante 5 minutos a 1.500 rpm;  
 As células aderentes (lamínulas) e sobrenadantes (citocentrifugado) foram fixadas 
com solução diluída de citrato: 1ml de citrato concentrado (no386-1), 9ml de água 
destilada e 15 ml de acetona; 
 Enxaguar em água destilada e deixar secar; 
 Preparar o meio de incubação segundo ordem e quantidades descritas no quadro 
abaixo: 
 AcPase total TRAP Controle 
Água destilada 37 C 3,4ml 3,7ml 3,2ml 
Solução de acetato (n 386-3) 0,3ml 0,3ml 0,3ml 
Ácido Naftol AS-BI fosfórico (n 386-4) 0,3ml 0,3ml _____ 
Solução de tartarato (n 386-2) _____ 0,3ml _____ 
Fluoreto 100mM _____ _____ 0,8ml 
1 cápsula de Fast Garnet GBC Salt 
(n 386-15) em 12 ml dH2O 
4ml 4ml 4ml 
Volume final 8,3ml 8,3ml 8,3ml 
 
 Filtrar e aquecer os meios de incubação em banho-maria à 37 C, antes de colocá-los 
nas células; 
 Incubar durante 1 hora, à 37 C, no escuro; 
 Lavar em água destilada por 3 minutos; 
 Corar com solução de hematoxilina (n 285-2) por 5 minutos; 
 Lavar em água destilada por 3 minutos e montar a lâmina com glicerol. 
 
OBS: Além dos grupos de tratamento, neste experimento foi realizado um grupo controle 
da reação enzimática. Neste grupo não foi adicionado o substrato da enzima, no entanto 
adicionou-se Fluoreto de Sódio (inibidor da AcPase) para que se pudesse garantir a 




DETECÇÃO DE ANION SUPERÓXIDO (O2
-) 
segundo SASADA; PABST; JOHNSTON, 1983 
 Cultivar as células em placas de 96 poços (5 x 105 células/ml por poço) pelos tempos 
determinados;  
 Centrifugação das placas (2000 rpm por 5 minutos) e retirada do sobrenadante 
celular (a placa precisa ser centrifugada para que não haja perda das células 
sobrenadantes); 
 Adicionar meio de reação contendo citocromo c 80 M dissolvido em Hank’s Buffer 
Salt Solution (HBSS) (com ou sem complexos testados), OBS: P.M. citocromo c = 
12327; 
 Como controle positivo adicionar ao meio de reação PMA na concentração de 1 l/ml. 
Para isso as placas foram divididas em duas partes iguais sendo que a metade foi 
utilizada como controle positivo, dessa maneira cada grupo de tratamento foi 
analisado com e sem a presença de PMA; OBS: utilizar um poço como branco, 
contendo o meio de reação sem as células e sem PMA; 
 Após os tempos determinados (15 e 30 minutos de incubação a 37 C), retirar o 
sobrenadante e passar para uma placa nova de 96 poços; 
 Ler a absorbância em leitor de microplacas utilizando filtro de comprimento de onda 
de 550nm; 
 Na leitura, os poços devem ser zerados com o branco = HBSS + citocromo c. 
 
Cálculo: 
Para determinar a concentração de O2
- correspondente à concentração de citocromo c 
reduzido usa-se o Coeficiente de Extinção Molar (  = 2.1 x 104 M-1 cm-1): 












DETECÇÃO DA LIBERAÇÃO DE PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO (H2O2) 
Método baseado na oxidação, dependente de peroxidase, do vermelho de fenol pelo H2O2, 
segundo PICK; MIZEL, 1981 
 Cultivar as células em placas de 96 poços (5 x 105 células/ml por poço) pelos 
tempos determinados,  
 Centrifugação das placas (2000 rpm por 5 minutos) e retirada do sobrenadante 
celular (a placa precisa ser centrifugada para que não haja perda das células 
sobrenadantes); 
 Adição de 200 l de meio de incubação contendo vermelho de fenol a 1M e 15 
U/ml de peroxidase (HRPO tipo VI-A, 1310U/ml – SIGMA®) dissolvidos em Hank’s 
Buffer Salt Solution (HBSS) em todos os poços; 
 Como controle positivo adicionar ao meio de incubação phorbol myristate acetate 
(PMA) na concentração de 1µl/ml. As placas foram divididas em duas partes 
iguais sendo que a metade foi utilizada como controle positivo, dessa maneira 
cada grupo de tratamento foi analisado com e sem a presença de PMA; 
 Após os tempos determinados (15 e 30 minutos de incubação a 37 C), retirar o 
sobrenadante e passar para uma placa nova de 96 poços contendo 10 l de 
solução aquosa de NaOH 1N em cada poço correspondente. O NaOH é utilizado 
para interromper a reação; 
 Quantificação da oxidação do vermelho de fenol através de leitura da absorbância 
em leitor de microplacas utilizando filtro de comprimento de onda de 620 nm. Os 
resultados serão obtidos em densidade óptica e deverão ser comparados com 
uma curva padrão de concentrações variáveis de H2O2. 
Curva: 
 Diluir o H2O2 a 1:10, 1:100 e 1:1000 em água destilada e obter a concentração 
dessas soluções através de sua absorbância em 240 nm (em espectrofotômetro, 
utilizando cubeta de quartzo e lâmpada de deutério); 
 Utilizar a absorbância encontrada na solução 1:1000 na fórmula C = A/  (Onde A 
= absorbância,  = 39,58 M-1 cm-1 e C = concentração); 
 Preparar uma solução mãe (concentração de 1 mmolar) a partir da solução de 
H2O2 1:100 em vermelho de fenol 1M diluído em HBSS; 
 Preparar soluções nas concentrações de 1, 10, 25 e 50 nmoles e colocá-las em 
banho-maria à 37oC; 
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 Adicionar peroxidase na concentração final de 15U/ml e após 15 minutos 
adicionar 10 l de NaOH a 1M; 
 Ler em leitor de microplacas utilizando filtro de comprimento de onda de 620 nm 
utilizando como branco apenas a solução mãe. 
 
OBS: O PMA é utilizado como controle positivo, uma vez que é conhecido como 








































DETECÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 
segundo GREEN et al., 1982 
 Cultivar as células em placas de 96 poços (5 x 105 células/ml por poço) pelos 
tempos determinados, 
 24 horas antes do término de cada tempo de incubação centrifugar as placas 
(2000 rpm por 5 minutos) e retirar o sobrenadante celular (a placa precisa ser 
centrifugada para que não haja perda das células sobrenadantes), dividir as 
placas em duas partes iguais sendo que à metade foi adicionado meio de cultura 
DMEM acrescido de LPS (50ng/ml) e IFN  (26U/ml) (controle positivo) e na outra 
metade apenas DMEM. Dessa maneira cada grupo de tratamento foi analisado 
com e sem a presença de LPS e IFN ; 
 Após o tempo de incubação realizar nova centrifugação das placas (2000 rpm por 
5 minutos) e retirada do sobrenadante celular; 
 Retirar 100 l do sobrenadante e transferir para uma placa nova; 
 Adicionar 100 l do reagente de Griess (1:1 de Solução A: naftiletilenodiamino 
0,1% em ácido fosfórico 5% e Solução B: Sulfonamina p-aminobenzeno 1% em 
ácido fosfórico 5%), OBS: As soluções separadas podem ser estocadas na 
geladeira por 1 mês, misturar apenas no momento da utilização; 
 Incubar 10 minutos a temperatura ambiente; 
 Ler a absorbância em leitor de microplacas utilizando filtro de comprimento de 
onda de 550nm, OBS: utilizar um poço como branco, contendo apenas o reagente 
de Griess; 
















VERIFICAÇÃO DA PRESENÇA DE NITROPROTEÍNAS 
 Cultivar as células em garrafas de cultura de 25 cm2 (8 x 107 células/ml por 
garrafa)  
 Adicionar meio de incubação às células; 
 Após 24 horas de incubação foi realizada a separação das células sobrenadantes 
e aderentes. O sobrenadante celular foi centrifugado (2000 rpm por 5 minutos). A 
população celular sobrenadante foi mantida em tubos Falcon® e as células 
aderentes permaneceram nas garrafas);   
 As duas populações celulares foram lavadas com PBS; 
 Adição do tampão de lise mais inibidores de proteases* (coquetel da Roche) 
(100µl de solução) às duas populações celulares; 
 Incubação por 10 - 15 minutos a 4 C (movimentar as garrafas e tubos algumas 
vezes durante esse período); 
 Após a incubação raspar as células aderentes das garrafas com scrap, coletar o 
material e transferir para tubos Eppendorfs®;  
 Centrifugar os tubos Falcon®  e Eppendorfs® a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 C e 
armazenar o sobrenadante a - 20 C;  
 Fazer dosagem de proteínas das amostras pelo método de BRADFORD et al., 
1976;  
 Plotagem das amostras em membrana de nitrocelulose (Amersham-Biosciences®) 
(40µg de proteína); 
 Bloqueio da membrana (2 horas à temperatura ambiente) com tampão 
de bloqueio TBST (120Mm de NaCl, 20mM de Tris-base e 0,05% de Tween 20) 
contendo 5% de leite desnatado liofilizado (Molico, Nestlé®);  
 Incubação com o anticorpo primário anti-nitrotyrosine (antibody produced in rabbit) 
(SIGMA®), diluído na proporção de 1:1000 em tampão de bloqueio à 4°C por 16 
horas sob agitação; 
 Lavar a membrana (5x de 3 minutos) com TBST a temperatura ambiente;  
 Incubação com anticorpo secundário anti-rabbit conjugado com 
peroxidase (SIGMA®) diluído na proporção de 1:500 em tampão de 
bloqueio por 1 hora à temperatura ambiente;  
 Lavar a membrana (5x de 3 minutos) com TBST a temperatura ambiente; 
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 Revelação da membrana com substrato quimioluminescente (Super Signal West 
Pico Chemiluminescent Substrate # 34077 - Pierce®) e exposição dessa ao filme 
radiográfico (Kodak®) até obtenção de sinal adequado. 
* Tampão de lise: 
Nonidet P40 (NP40) – SIGMA® 
Usa-se 1% de NP40 em PBS 
Solução final: 


























IMUNOCITOQUÍMICA PARA QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS - MOUSE 
TH1/TH2 CYTOKINE CBA (BD/PHARMINGEN) 
 Sobrenadante celular retirado e centrifugado, para que as células presentes fossem 
discriminadas; 
 Separação da alíquota (50μl) de cada amostra de sobrenadante;  
 Adição de 2,5μl de cada anticorpo conjugado com partícula fluorescente (mouse 
cytokine capture bead) aos tubos testes (12,5μl no total) (as soluções dos anticorpos 
devem ser vortexadas antes da utilização). Os beads conjugados a cada anticorpo 
apresentam fluorescências diferentes;  
 Adição das alíquotas de sobrenadante aos tubos;  
 Adição do mouse Th1/Th2 PE detection reagent (anticorpos, específicos para cada 
citocina, acoplados ao fluorocromo ficoeritrina -PE);  
 Incubação por 3 horas, a temperatura ambiente, no escuro;  
 Adição, a cada tubo, de 100μl de wash buffer (solução de lavagem e leitura);  
 Centrifugação a 1.300 rpm por 5 minutos;  
 Sobrenadante descartado e nova adição de 200μl de wash buffer;  
 Solução homogeneizada e vortexada; 

























IMUNOCITOQUÍMICA PARA IMUNOFENOTIPAGEM 
Protocolo para as células sobrenadantes após tratamento in vitro 
 Centrifugação do sobrenadante da cultura a 2.800 rpm por 3 minutos; 
 Sobrenadante desprezado e fixação do pellet celular com 1 ml de paraformaldeído 
(EMS) 1%, por 1 hora; 
 Centrifugação das células fixadas a 2.800 rpm por 3 minutos;  
 Sobrenadante desprezado; 
 Lavagem com PBS através de centrifugação a 2.800 rpm por 3 minutos; 
 Concentração celular ajustada para 106. As alíquotas foram adicionadas a tubos tipo 
Eppendorfs® separados;  
 Adição de 99μl de PBS e 1μl de cada anticorpo primário (concentração final do 
anticorpo 0,5μg%). Todos os anticorpos utilizados são biotinilados;  
 Incubação por 40 minutos a temperatura ambiente; 
 Centrifugação dos tubos a 2.500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante desprezado; 
 Adição de 99μl de PBS e 1μl de estreptavidina conjugado com o fluorocromo 
ficoeritrina, em cada tubo (concentração final da estreptavidina 0,5μg%); 
 Incubação por 30 minutos, a temperatura ambiente, no escuro;  
 Centrifugação dos tubos e sobrenadante desprezado; 
 Lavagem das células com 100μl de PBS;  
 Centrifugação das células e sobrenadante descartado; 
 Adição, aos tubos, de 800μl de PBS para a leitura no citômetro de fluxo; 
 Foram utilizados mais dois tubos, um contendo apenas células (controle da 
autofluorescência celular) e outro apresentando células marcadas apenas com a 
estreptavidina (controle da fluorescência), ambos para calibrar os parâmetros do 
aparelho; 
 Aquisição e análise no citômetro de fluxo FACSCalibur®. 
 
Protocolo para a população total após tratamento in vivo 
 Imediatamente após a coleta - centrifugação, fixação e processamento das células, 






ANÁLISE DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA REALIZADA PELAS CÉLULAS MEDULARES 
segundo NOUROOZ-ZADEH et al.,1994 
 Separação de 107 células de cada grupo de tratamento; 
 Homogeneização das alíquotas celulares em metanol e centrifugação a 5000G por 5 
minutos a 4ºC; 
 Foram retiradas alíquotas de 90 µl do sobrenadante de cada amostra, as quais foram 
adicionadas a tubos Eppendorfs®. Foram realizados 3 grupos de análise, todos em 
triplicata;  
 O grupo 1 recebeu 10 µl de solução metanólica de TPP (trifenilfosfina - SIGMA®) 10 
mM (para haver a redução seletiva de hidroperóxidos lipídicos), o grupo 2 recebeu 
apenas 10 µl de metanol e o grupo 3 foi submetido a análise de quantificação 
protéica pelo método de BRADFORD et al., 1976; 
 Agitação dos grupos 1 e 2 e incubação à temperatura ambiente por 30 minutos; 
 Adição a cada tubo de 900 µl do reagente FOX2 (xilenol laranja 100 µM - SIGMA®, 
hidroxitolueno butilado 400 mM, ácido sulfúrico 25 mM e sulfato ferroso de amônio 
250µM em metanol 90%); 
 Agitação e incubação à temperatura ambiente por 30 minutos; 
Nesta etapa, os íons ferrosos (Fe2+) do reativo de FOX2 são oxidados pelos 
hidroperóxidos presentes na amostra (tanto pelos hidroperóxidos lipídicos quanto por 
outros tipos de hidroperóxidos presentes na amostra). Como todos os hidroperóxidos 
lipídicos das amostras tratadas com TPP foram reduzidos, a produção de Fe3+ será 
menor nessas do que nas amostras não tratadas com TPP. O Fe3+ formado é então 
quelado pelo xilenol laranja, o que faz a cor deste indicador passar de laranja a azul-
purpura (passa a absorver luz em 560nm). 
 Leitura em espectrofotômetro utilizando filtro de comprimento de onda de 560nm. 
 
OBS: Os grupamentos hidroperóxidos, especificamente os presentes em lipídios, são 
convertidos a grupamentos hidroxilas pela trifenilfosfina. 
 
                                                 L – OOH               L – OH 







IMUNOCITOQUÍMICA PARA ANÁLISE DE CONEXINA 43 - CÉLULAS 
SOBRENADANTES E ADERENTES 
 Retirar o meio de cultura das células sobrenadantes por centrifugação a 2.800 rpm 
por 3 minutos; 
 Lavar as células aderentes e sobrenandantes com PBS;   
 Fixação do pellet celular e das células aderentes com paraformaldeído (EMS) 1%, 
por 1 hora;  
 Raspar as células aderentes das garrafas com scrap, coletar o material e transferir 
para tubos Falcon®; 
 Centrifugação das células sobrenadantes e aderentes fixadas a 2.800 rpm por 3 
minutos, para desprezar o fixador; 
 Lavagem com PBS através de centrifugação a 2.800 rpm por 3 minutos; 
 Concentração celular ajustada para 106. As alíquotas foram adicionadas a tubos tipo 
Eppendorfs® separados;  
 Adição de 99μl de PBS e 1μl de anticorpo contra conexina 43 (concentração final do 
anticorpo - 0,5μg%); 
 Incubação por 40 minutos a temperatura ambiente; 
 Centrifugação dos tubos a 2.500 rpm por 3 minutos e o sobrenadante desprezado; 
 Adição de 99μl de PBS e 1μl de anticorpo secundário anti mouse IgG conjugado com 
fluoresceína (FITC) (concentração final - 0,5μg%); 
 Incubação por 30 minutos, a temperatura ambiente, no escuro;  
 Centrifugação dos tubos e sobrenadante desprezado; 
 Lavagem das células com 100μl de PBS. Nova centrifugação e sobrenadante 
descartado; 
 Adição, aos tubos, de 800μl de PBS para a leitura no citômetro de fluxo; 
 Foram utilizados mais dois tubos, um contendo apenas células e outro apresentando 
células marcadas apenas com a fluoresceína, ambos para calibrar os parâmetros do 
aparelho; 









IMUNOCITOQUÍMICA PARA MICROSCOPIA CONFOCAL - CÉLULAS ADERENTES 
 Até a fixação das células, a placa foi mantida sobre o gelo;  
 Retirar o meio de cultura dos poços e lavar as células 10 vezes, com PBS (o PBS foi 
colocado e, ao mesmo tempo, retirado dos poços com o auxílio de duas pipetas de 
10 ml);  
 Bloqueio dos sítios inespecíficos das células com uma solução de PBS/BSA 
(albumina) – Electron Microscopy Sciences (EMS) 1% por 20 minutos;  
 Lavar as células com PBS, da maneira já citada;  
 Incubação com o anticorpo primário anti-CD11b biotinilado (BD/Pharmingen) diluído 
em PBS/BSA 1%, durante 40 minutos. A concentração final do anticorpo foi de 
1μg%; 
 Lavar as células com PBS, da maneira já citada; 
 Fixar as células. Para este procedimento, as lamínulas foram transferidas para uma 
placa de cultivo nova, para se evitar a presença de restos celulares. Antes da 
transferência das lamínulas deve se colocar 500μl de PBS em cada poço para evitar 
a secagem do material; 
 O PBS foi retirado e adicionado paraformaldeído (PFA) 2% em PBS, por 30 minutos 
a temperatura ambiente; 
 Lavar novamente as células com PBS, da maneira já citada; 
 Bloquear os radicais aldeídos do PFA (para evitar a auto-fluorescência do fixador), 
com glicina 0,1M em PBS (300μl por poço), por 2 minutos; 
 Lavar as células com PBS, da maneira já citada; 
 Nesta etapa o procedimento pode ser interrompido, desde que as células sejam 
mantidas a 4 C e os poços estejam bem preenchidos com PBS; 
 Novo bloqueio dos sítios inespecíficos das células com a solução de PBS/BSA 1% 
por 20 minutos;  
 Lavar as células com PBS, da maneira já citada; 
 Incubação com o anticorpo anti porção Fc (Fc block – BD-Pharmingen), para evitar 
marcação inespecífica, diluído em PBS/BSA 1%, durante 40 minutos, na 
concentração final de 1μg%; 
 Como segundo passo usou-se estreptavidina conjugada com o fluorocromo 
ficoeritrina (PE), diluída em PBS/BSA 1%, durante 40 minutos no escuro, na 
concentração final de 1μg%. Não é preciso efetuar nova lavagem antes deste 
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procedimento (antes da incubação, a solução de estreptavidina foi centrifugada por 
10 minutos a 10.000 rpm, para evitar precipitados); 
 Lavar as células com PBS, da maneira já citada; 
 Retirar as lamínulas da placa de cultivo, mergulhar rapidamente em água destilada e 
efetuar a montagem;  
 Montagem das lâminas com resina Vectashield® contendo o corante nuclear DAPI 
(4,6 – diamidino – 2 – fenilindole, dihidroxicloride) (Vector®) na concentração de 1,5 
µg/ml; 
 Manutenção das lamínulas a 4 C para secagem. Após a secagem, as lamínulas 
foram vedadas com esmalte e mantidas no escuro, a 4 C, até a visualização do 
material ao microscópio confocal.  
 



















MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 
 Retirada das membranas das placas transwell (Costar®) modelo número 3413 
apresentando tamanho de poro de 0,4μm. Nestas membranas se localizavam os 
macrófagos peritoneais utilizados para a co-cultura os quais serão analisados 
através de microscopia eletrônica de varredura;  
 Fixação das células com glutaraldeído 2,5% em tampão Cacodilato de Sódio 0,1M 
pH 7,2 por, no mínimo, 1 hora. O experimento pode ser interrompido neste passo;  
 Lavar as células com tampão Cacodilato de Sódio 0,1 M pH 7,2, 2 vezes, 10 minutos 
cada;  
 Fixação com Tetróxido de Ósmio 1% em tampão Cacodilato de Sódio 0,1 M pH 7,2, 
por 30 minutos, no escuro; 
 Lavar as células com tampão Cacodilato de Sódio 0,1 M pH 7,2, 2 vezes, 10 minutos 
cada;  
 Desidratação do material: 
- álcool* 50% - 10 minutos;  
- álcool 50% - 10 minutos;  
- álcool 70% - 10 minutos;  
- álcool 70% - 10 minutos;  
- álcool 70% - 10 minutos (aqui se pode parar o procedimento);  
- álcool 90% - 10 minutos;  
- álcool 90% - 10 minutos;  
- álcool 100% - 10 minutos;  
- álcool 100% - 10 minutos;  
- álcool 100% - 10 minutos.  
 Ponto crítico e metalização do material foram realizados no Centro de Microscopia 
Eletrônica da UFPR. 
 




ANNEXIN V: FITC APOPTOSIS DETECTION KIT 
 Cultivar as células por 48 horas;  
 Retirar as células da placa e centrifugar (2.000 rpm por 3 minutos) para retirar o 
sobrenadante;  
 Lavar com PBS (nova centrifugação); 
 Adição de 100µl do tampão que promove a ligação do anticorpo anti-anexina 
(annexin V binding buffer); 
 Adição de 2µl do anticorpo anti-anexina conjugado com FITC;  
 Incubação por 15 minutos;  
 Adição de 5µl de Iodeto de Propídio (PI) e 200µl de tampão;  
 Aquisição e análise pelo citômetro de fluxo FACSCalibur.  
 
OBS 1: Durante o processo apoptótico as células modificam a estrutura de suas 
membranas plasmáticas para sinalizar seu suicídio ao ambiente. A exposição da 
fosfatidilserina na superfície celular é uma das mudanças estruturais que ocorrem e a 
anexina V é uma proteína de ligação para fosfolípídeos. Na presença de íons cálcio 
essa proteína exibe alta afinidade pela fosfatidilserina, mas apresenta baixa afinidade 
por outras espécies de fosfolipídeos como fosfatidiletanolamina, esfingomielina e 
fosfatidilcolina.  
 















VERIFICAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO CELULAR 
segundo DUA; GUDE, 2006 
 Cultivar as células por 48 horas;  
 Retirar as células da placa e centrifugar (2.000 rpm por 3 minutos) para retirar o 
sobrenadante;  
 Lavar com PBS (nova centrifugação); 
 Adição de 1000µl de álcool 70% (Merck®); 
 Manter a -20 C por, no mínimo, 16 horas; 
 Centrifugar (2.000 rpm por 3 minutos) para retirar o álcool 70%;  
 Lavar com PBS (nova centrifugação); 
 Adicionar a solução de iodeto de propídeo na concentração de 20 µg/ml e incubar 
por 1 hora a temperatura ambiente, no escuro; 
 Lavar com 900 µl de PBS (nova centrifugação); 
 Descartar o sobrenadante e ressuspender em 300 µl de tampão;  
 Aquisição e análise pelo citômetro de fluxo FACSCalibur.  
 
OBS: O Iodeto de Propídeo foi detectado pelo canal FL3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
